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1 Einleitung und Zielsetzung 
Im Rahmen der Nanotechnologie (griech. nannos, Zwerg) werden funktionale 
Strukturen aus Untereinheiten erforscht, die sich durch größenabhängige 
Eigenschaften der Strukturen oder ihrer Untereinheiten ausweisen.[1] Abhängig von 
Material und Morphologie können anorganische Nanopartikel auf der Größenskala 
zwischen 1 und 100 nm neue, größenabhängige optische, magnetische, katalytische 
und elektrische Eigenschaften aufweisen. Durch relativ einfache Methoden sind sie 
mit schmalen Größenverteilungen herstellbar, was aufgrund ihrer größenabhängigen 
Eigenschaften Voraussetzung für Anwendungen ist.[2] So werden sie beispielsweise 
in Hinblick auf die Entwicklung von Sensoren oder nanoelektronischen Bauteilen 
erforscht.[3,4]  
Die Dimensionen von Nanopartikeln und Biomolekülen, wie 
Desoxyribonukleinsäure (engl. deoxyribonucleic acid, DNA), Proteine oder 
Kohlenhydrate, liegen auf der gleichen Größenskala.[3,4,5] Daher sind sie strukturell 
kompatibel. Sie lassen sich durch geeignete funktionelle Gruppen miteinander 
verknüpfen. Solche Nano-Bio-Hybrid-Systeme vereinen die physikalischen 
Charakterisitika der anorganischen Nanopartikel mit den einzigartigen, erkennenden 
und katalytischen Eigenschaften der Biomoleküle. Durch die multivalente 
Präsentation von Biomolekülen auf Nanopartikeln können kooperative Bindungen 
entstehen.[3,4,6] 
Diese Form der biomolekularen Erkennung lässt sich auf der einen Seite zur 
Selbstorganisation der Nanopartikel nutzen.[3] So sind schaltbare Überstrukturen 
zugänglich, die sich durch neue kollektive Eigenschaften, wie der 
Plasmonenkopplung,[7] auszeichnen und als Biosensoren dienen können.[4,8] 
Andererseits können mit bestimmten Zielmolekülen ausgestattete Nanopartikel die 
Rezeptoren lebender Zellen adressieren, woraus sich biomedizinische Anwendungen 
im Bereich der Therapie und Bildgebung ableiten lassen.[3,4,5] 
Einleitung und Zielsetzung 
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Aufgrund der Spezifität der Watson-Crick-Basenpaarung eignet sich DNA besonders 
gut für die Selbstorganisation von Nanopartikeln.[7,9] DNA-funktionalisierte 
Goldnanopartikel (AuNP-DNA), die sich reversibel zu Überstrukturen aufbauen 
lassen[7,8,10] und optisch adressierbar sind, können als Sensoren[11] und Aktuatoren 
dienen.[12,13] Im Innern von lebenden Zellen können AuNP-DNA spezifisch 
Ribonukleinsäure (engl. ribonucleic acid, RNA) binden. Mit diesem Ansatz lassen sich 
bestimmte RNA-Sequenzen detektieren[14] oder die Expression von Proteinen 
herunterregeln.[15] Aufgrund dieser intrazellulären Funktionen ist eine spezifische 
Adressierung von Zellen, wie Krebszellen, mit AuNP-DNA in Hinblick auf 
Therapieanwendungen erstrebenswert.  
Auf der Oberfläche von Zellen befinden sich Proteine und –lipide, die 
Glykanseitenketten tragen. Durch spezifische Wechselwirkung von kohlenhydrat-
bindenden Proteinen (Lektinen) mit den Glykanketten werden Zell-Zell- oder Zell-
Matrix-Interaktionen vermittelt.[16,17,18] Eine häufig anzutreffende Glykanstruktur auf 
der Oberfläche von Säugerzellen ist Poly-N-Acetyllaktosamin (Poly-LacNAc).[19,20,21,22] 
Poly-LacNAc ist ein bevorzugter Ligand von Galektinen, die als Adhäsions-
vermittelnde Proteine fungieren und z. B. Einfluss auf das Tumorwachstum 
haben.[23,24,25]  
Durch die Ausstattung künstlicher Oberflächen, wie die von Nanopartikeln, mit 
biologisch relevanten Kohlenhydraten kann ihre natürliche multivalente 
Präsentation imitiert werden. Diese ist ausschlaggebend für stabile Kohlenhydrat-
Wechselwirkungen.[5,6,26,27] Glykonanopartikel eignen sich zur Untersuchung der 
Kohlenhydrat-Wechselwirkungen oder zur spezifischen Ansteuerung von Zellen, 
indem sie z. B. an bestimmte membrangebundene Lektine binden.[5,6]  
Ziel dieser Arbeit war es, AuNP-DNA mit biologisch relevanten Kohlenhydraten 
auszustatten um damit Lektine spezifisch zu adressieren (Abbildung 1.1). In 
etablierten Systemen von Glykonanopartikeln werden meist Kohlenhydrat-
modifizierte PEG- oder Alkyl-Ketten als Liganden eingesetzt.[6,27] Im Gegensatz dazu 
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wurde hier durch die Verwendung von kurzen doppelsträngigen DNA-Liganden 
thermisch labile Bindungen sowie eine zusätzliche biologische Funktion zwischen 
AuNP und Glykomodifkation eingebaut. 
 
 
Abbildung 1.1: Schematische Darstellung Glyko-DNA-funktionalisierter AuNP. 
Neben der Synthese und Charakterisierung wurden ihre spezifischen 
Wechselwirkungen mit Lektinen und Zellen in der vorliegenden 
Arbeit untersucht. 
 
Für die Funktionalisierung kamen biologisch relevante Kohlenydrate, N-Acetyl-D-
Glukosamin (GlcNAc) sowie (Poly-)LacNAc[28,29] zum Einsatz, um Griffonia 
(Bandeiraea) Simplicifolia Lektin II (GS-II) bzw. die Galektine 1 und 8 spezifisch zu 
binden. Die Glyko-DNA-funktionalisierten AuNP (AuNP-DNA-Glyko) wurden im 
Hinblick auf ihre Lektin-vermittelte Vernetzung untersucht. Es wurde geprüft, ob 
sich die zwei nicht kovalenten Bindungen innerhalb der Partikelnetzwerke, die 
Lektin-Kohlenhydrat-Komplexe sowie die Watson-Crick-Basen-Bindung, 
kompetitiv[27] bzw. thermisch[7,30] spalten ließen. 
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Darüber hinaus wurde die Wechselwirkung von LacNAc-DNA-funktionalisierten 
AuNP mit Leberkrebszellen (Hepatozyten) untersucht. Über Kompetitionsstudien 
wurde überpüft, ob die Partikel über spezifische Bindung der LacNAc-
Funktion[31,32,33,34] durch den Asialoglykoproteinrezeptor oder über ladungsgetriebene 
Wechselwirkungen durch Scavenger-Rezeptoren[35] in die Zellen aufgenommen 
werden. 
 
Grundlagen 
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2 Grundlagen 
2.1 Goldnanopartikel 
Allgemein werden Teilchen, deren Dimension in der Größenordnung zwischen 1 nm 
und 100 nm liegen, als Nanopartikel bezeichnet. Aufgrund ihrer kleinen Größe ist ihr 
Verhältnis von Oberfläche zu Volumen extrem hoch. Die Oberflächenatome von 
Metallnanopartikeln sind koordinativ nicht abgesättigt. Durch entsprechende 
Liganden, die an die Oberflächenatome der Partikel binden, werden die Partikel vor 
dem unkontrollierten Wachstum und der Agglomeration geschützt. Bei den 
Liganden handelt es sich um Moleküle mit Lewis-Basen, wie Thiol-, Phosphin- 
Amino- oder Carboxylatgruppen, die an die Partikeloberfläche binden. Zudem sind 
die Liganden so beschaffen, dass sie die Partikel nach außen hin elektrostatisch oder 
sterisch stabilisieren. Zum einen können die bei kleinen Interpartikelabständen 
dominierenden attraktiven van der Waals-Wechselwirkungen durch Coulomb-
Abstoßung elektrolytischer Doppelschichten auf den Nanopartikeloberflächen 
überwunden werden. Die elektrolytischen Doppelschichten setzen sich aus 
geladenen Liganden sowie Gegenionen zusammen. Diese elektrostatische 
Stabilisierung der Partikel kann durch Erhöhung der Ionenstärke des Mediums 
aufgehoben werden. Zum anderen schützen Polymere oder Tenside, die als 
Liganden fungieren, die Nanopartikel vor Agglomeration durch sterische 
Stabilisierung.[36,37] 
2.1.1 Synthese und Biofunktionalisierung von Goldnanopartikel 
Die nasschemische Synthese von Goldnanopartikeln (AuNP) beruht im Allgemeinen 
auf der Reduktion eines Goldsalzes in Gegenwart stabilisierender Liganden, wie 
Carbonsäuren, Phosphinen, Aminen oder Thiolen. Durch die Wahl des 
Reduktionsmittels, der Liganden und der Syntheseroute sind AuNP 
unterschiedlicher Größe und Morphologie zugänglich.[2,38] 
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Synthese Citrat-stabilisierter Goldnanopartikel 
Bei der Synthese sphärischer Citrat-stabilisierter Goldnanopartikel (AuNP-Citrat) 
nach der Methode von Turkevich und Frens wird Hydrogentetrachloridoaurat(III) in 
wässriger Lösung in der Siedehitze durch Natriumcitrat zu Gold(0) reduziert. Die 
entstehenden AuNP werden durch überschüssige Citrat-Anionen, die an die 
Goldoberfläche adsorbieren, elektrostatisch stabilisiert (Abbildung 2.1). Der 
Durchmesser der AuNP-Citrat ist über das Konzentrationsverhältnis von Citrat zu 
Hydrogentetrachloridoaurat(III) einstellbar und liegt typischerweise im Bereich 
zwischen 12 nm und 150 nm.[39,40] 
 
 
Abbildung 2.1: Schematische Darstellung der Synthese Citrat-stabilisierter AuNP nach 
der Methode von Turkevich und Frens. Hydrogentetrachloridoaurat(III) 
wird durch Natriumcitrat zu Au(0) reduziert. Die entstehenden AuNP 
werden durch überschüssige Citrat-Anionen stabilisiert. 
 
Im Vergleich zu Thiolen oder Phosphinen ist Citrat über Sauerstoff recht schwach an 
die Goldoberfläche gebunden. Dies ermöglicht die Verdrängung der Citrat-Liganden 
durch stärker bindende Liganden wie Phosphinen, Thiolen oder Disulfiden.[3,41]  
Biofunktionalisierung von Goldnanopartikeln 
In Hinblick auf ihre biomedizinische Anwendbarkeit spielt die Toxizität der AuNP 
eine wichtige Rolle. Untersuchungen haben gezeigt, dass die Zytotoxizität der AuNP 
von Faktoren wie ihrer Größe, Morphologie, ihrer Oberflächenfunktionalisierung 
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und der Ligand-Gold-Bindungsstärke beeinflusst wird.[42,43,44,45] AuNP mit einem 
Durchmesser von etwa 13 nm werden bis zu mikromolaren Goldkonzentrationen als 
nicht zytotoxisch eingestuft.[46] Ihre Größe, Morphologie und 
Oberflächeneigenschaften wie die Ladung beeinflussen die Aufnahme der AuNP in 
Zellen. So werden positiv geladene Partikel im Vergleich zu neutralen oder negativ 
geladenen Partikeln vermehrt in Zellen aufgenommen.[47,48] Liganden mit 
Polyethylenglykol(PEG)-Oligomeren können die Hydrophilie der Nanopartikel 
erhöhen sowie die unspezifische Adsorption von Proteinen an Nanopartikel 
hemmen, weshalb sie für die Biofunktionalisierung von Nanopartikeln häufig 
eingesetzt werden.[49] 
Hybridsysteme aus AuNP und Biomolekülen bieten Potenzial zur gezielten 
Selbstorganisation der Nanopartikel, als Detektionsagenzien sowie zur gezielten 
Erkennung und Markierung von Zellen. (vgl. auch Abschnitt 2.3 und 2.5).[3,4,8,50,51] 
Zur Anbindung von Biomolekülen an AuNP eignen sich verschiedene Synthesewege 
(Abbildung 2.2). 
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Abbildung 2.2: Schematische Darstellung möglicher Synthesewege zur 
Biofunktionalisierung von AuNP (nicht maßstabsgetreu).[3,4,52] A) 
Ligandenaustausch von AuNP-Citrat mit Thiol-haltigen/modifizierten 
Biomolekülen; B) Anbindung von Biomolekülen an die 
Ligandperipherie über elektrostatische Wechselwirkungen, C) über 
kovalente Bindung bzw. D) über DNA-Hybridisierung als Beispiel für 
biospezifische Wechselwirkungen. 
 
Neben der einfachen unspezifischen Adsorption von Biomolekülen an die AuNP 
können AuNP-Citrat aufgrund der hohen Schwefel-Gold-Affinität[i,41] leicht mit 
Thiol-modifizierten Biomolekülen oder Proteinen, die beispielsweise Cysteinreste 
enthalten, in einer Ligandenaustauschreaktion funktionalisiert werden (Abbildung 
2.2 A). Überdies ist auch die Anbindung von Biomolekülen an die Ligandperipherie 
von AuNP möglich. Diese Anbindung kann im Fall von entgegengesetzt geladenen 
Liganden und Biomolekülen über Coulomb-Wechselwirkungen erfolgen (Abbildung 
2.2 B). Für die kovalente Verknüpfung sind Kupplungsreaktionen, wie z. B. die 
Carbodiimid-vermittelte Amidierung oder die Addition von Thiolen an 
                                               
i Au-S-Bindungsenergie ca. 200 kJmol-1 [41] 
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Maleimidgruppen zu nennen (Abbildung 2.2 C).[3,4] Die Anbindung über 
biospezifische Wechselwirkungen kann z. B. mittels DNA-Hybridisierung realisiert 
werden (Abbildung 2.2 D).[3,53,51,52,54] 
2.1.2 Optische Eigenschaften von Goldnanopartikel 
Die Elektronenstruktur von Metallnanopartikeln ist größenabhängig. In 
Metallclustern, in denen mindestens drei Metallatome miteinander verbunden sind, 
sind die Elektronen in diskreten Molekülorbitalen lokalisiert. Mit zunehmender 
Anzahl der Metallatome und somit beim Übergang von Metallclustern zu größeren 
Nanopartikeln, ändert sich die Elektronenstruktur von diskreten Molekülorbitalen 
hin zu einer Bandstruktur mit teils delokalisierten Elektronen. Die Bandlücke wird 
mit zunehmender Partikelgröße kleiner und verschwindet.[37]  
Oberhalb einer bestimmten Größe, die für Gold bei etwa 2 nm liegt,[55] zeigen 
Metallnanopartikel Plasmonenresonanz. Diese beruht auf der Anregung 
delokalisierter Elektronen durch elektromagnetische Strahlung. Die delokalisierten 
Elektronen werden dabei durch das elektrische Feld der Strahlung zu kollektiven 
Schwingungen relativ zu den Atomrümpfen angeregt. Diese 
Elektronenschwingungen werden als Plasmonen bezeichnet (Abbildung 2.3 A). Die 
spektrale Lage der Plasmonenresonanz hängt neben der Größe und der Geometrie 
des Nanopartikels von seiner Polarisierbarkeit und von der Polarisierbarkeit des 
umgebenden Mediums ab. Quantitativ lassen sich die aus der Plasmonenresonanz 
ergebenden Absorptions- und Streuspektren mit der Mie-Theorie beschreiben.[56,57] 
14 nm große AuNP-Citrat in wässriger Lösung absorbieren aufgrund der 
Plasmonenresonanz primär grünes Licht bei einem Absorbanzmaximum von etwa 
520 nm. Dies verursacht die tiefrote Farbe der Partikellösungen (Abbildung 2.3 B). 
Werden die Citrat-Liganden durch andere Moleküle ausgetauscht, kann sich die 
spektrale Lage der Plasmonenresonanz wegen der veränderten Polarisierbarkeit des 
umgebenden Mediums verschieben.[58,59] 
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Abbildung 2.3: A) Schematische Darstellung zur Entstehung der Plasmonenresonanz. 
Das elektrische Feld E einer auf ein AuNP auftreffenden 
elektromagnetischen Welle regt die Leitungsbandelektronen zu 
kollektiven Schwingungen an. Die Permittivitätszahlen des 
Goldpartikels Au und die des umgebenden Mediums m beeinflussen 
die spektrale Lage der Plasmonenresonanz (in Anlehnung an Ref. [60], 
nicht maßstabsgetreu). B) Optisches Spektrum von AuNP-Citrat 
(d = 14 nm) mit einer Plasmonenresonanz bei etwa 520 nm. 
 
Wird der Abstand von AuNP, etwa durch Aggregation oder gezielte 
Selbstorganisation der Partikel, auf ein bestimmtes Maß (< 2.5faches des 
Partikeldurchmessers)[61] verringert, kommt es zu einer Verschiebung der spektralen 
Lage der Plasmonenresonanz hin zu höheren Wellenlängen. Diese Rotverschiebung 
ist auf eine Kopplung der Plasmonen zurückzuführen.[62] 
Lazarides et al. zeigten durch elektrodynamische Berechnungen, dass die 
Plasmonenresonanz von AuNP-Netzwerken von der Netzwerkgröße, der 
Netzwerkdichte und dem Abstand der Partikel innerhalb der Netzwerke abhängt. 
Große und dichte AuNP-Netzwerke haben breitere Extinktionsbanden bei höheren 
Wellenlängen.[62] Durch Untersuchungen an AuNP, die über DNA-Stränge 
unterschiedlich langer Basensequenzen  bei verschiedenen Temperaturen vernetzt 
wurden, wurde dies experimentell bestätigt.[63] 
2.2 Desoxyribonukleinsäure 
Desoxyribonukleinsäure (engl. deoxyribonucleic acid, DNA) gehört neben der 
Ribonukleinsäure (engl. ribonucleic acid, RNA) zu den natürlich vorkommenden 
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Nukleinsäuren. Sie kommt in allen Lebewesen und einigen Viren vor und dient der 
Speicherung und Weitergabe genetischer Information. 
Aufbau und Struktur 
Die DNA ist ein lineares Polymer, welches aus den Desoxyribonukleotiden als 
Untereinheiten aufgebaut ist. In den Desoxyribonukleotiden ist eine Purin- oder 
Pyrimidinbase an das C1΄- und ein Phosphat an das C5΄-Atom einer 2΄-Desoxy-D-
Ribose gebunden (Abbildung 2.4 A). Die Nukleotide unterscheiden sich bezüglich 
ihrer jeweiligen Base Adenin (A), Guanin (G), Cytosin (C) oder Thymin (T). Die 
Nukleotide sind in der DNA kovalent miteinander verbunden. Die Desoxyribosen 
sind jeweils an ihrer 3΄- und 5΄-Position über Phosphodiesterbrücken mit einer 
Desoxyribose eines benachbarten Nukleotids verknüpft. Entsprechend der 
Kohlenstoffatome an der 3΄- bzw. 5΄-Position der Desoxyribosen, die nicht an ein 
weiteres Nukleotid gebunden sind, ergeben sich 3΄- und 5΄-Enden der DNA. Diese 
beschreiben die Laufrichtung der DNA. Da die Phosphatreste des Zucker-Phosphat-
Rückgrats bei neutralem pH-Wert vollständig deprotoniert vorliegen, handelt es sich 
bei DNA um ein Polyanion.[16] DNA-Stränge, die aus wenigen Nukleotiden aufgebaut 
sind, werden als Oligonukleotide bezeichnet. 
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Abbildung 2.4:  Schematische Darstellung der DNA. A) Ausschnitt aus der 
Strukturformel. Die zueinander komplementären Basen Adenin und 
Thymin bzw. Guanin und Cytosin bilden jeweils zwei bzw. drei 
Wasserstoffbrückenbindungen untereinander aus (grau gestrichelte 
Linien). B) Vereinfachte Darstellung der helikalen Struktur 
doppelsträngiger DNA. Die vier verschiedenen Basen sind in 
unterschiedlichen Grautönen, das Zucker-Phosphat-Rückgrat ist in 
schwarz dargestellt (nicht maßstabsgetreu). 
 
DNA kann in verschiedenen Konformationen vorliegen. Die unter physiologischen 
Bedingungen stabilste Struktur der DNA ist die sogenannte B-Form. Watson und 
Crick entschlüsselten 1953, beruhend auf Arbeiten von Franklin, das dreidimensionale 
Strukturmodell dieser Form.[64,65] Dabei bilden zwei DNA-Einzelstränge (engl. single 
stranded DNA, ssDNA), die in entgegengesetzter Laufrichtung um eine gemeinsame 
Achse gewunden sind, eine rechtsgängige Doppelhelix und somit einen DNA-
Doppelstrang (engl. double stranded DNA, dsDNA). Während die hydrophilen 
Zucker-Phosphat-Rückgrate der Einzelstränge auf der Außenseite der Doppelhelix 
liegen, sind die hydrophoben Basen ins Innere gerichtet. Van der Waals- und Dipol-
Dipol-Wechselwirkungen zwischen Basen, deren Ringebenen parallel übereinander 
liegen, sogenannte Basenstapel-Wechselwirkungen, stabilisieren die Helix-
Konformation. Die Basen Adenin und Thymin bzw. Guanin und Cytosin bilden 
untereinander jeweils zwei bzw. drei Wasserstoffbrückenbindungen aus. Diese 
Grundlagen 
 25 
Watson-Crick-Basenpaarungen sind spezifisch (Abbildung 2.4). DNA-Sequenzen mit 
vollständig gepaarten Basen werden als komplementär bezeichnet. Die DNA-
Doppelhelix hat einen Durchmesser von etwa 2 nm. Zwei benachbarte Basenpaare 
liegen in der Doppelhelix um 3.4 Å auseinander und die Anzahl der Basenpaare pro 
Helixwindung beträgt 10. 
„Schmelzen“ der DNA 
Die Basenwechselwirkungen innerhalb der DNA-Doppelhelix können durch 
Temperaturerhöhung überwunden werden, sodass die DNA in ihre Einzelstränge 
dissoziiert. Diese Dehybridisierung, welche auch als „Schmelzen“ der DNA 
bezeichnet wird, ist reversibel. Aufgrund der erhöhten UV-Licht-Absorption bei 
einer Wellenlänge von 260 nm von dissoziierter DNA im Vergleich zu der von 
doppelsträngiger DNA (hyperchromer Effekt) kann die Denaturierung der DNA 
spektroskopisch verfolgt werden. Die Auftragung der Absorption gegen die 
Temperatur ergibt eine Schmelzkurve mit sigmoidalem Verlauf. Der schmale 
Temperaturbereich, in dem der Absorptionsanstieg stattfindet, zeigt die 
Kooperativität des Schmelzvorgangs an. Das heißt, dass das Aufschmelzen eines 
Teils der DNA die gesamte übrige Struktur destabilisiert. Der Wendepunkt der 
Schmelzkurve ist als Schmelztemperatur (Tm) definiert und bei gegebener 
Ionenstärke und gegebenem pH-Wert abhängig von der DNA-Länge, vom G-C-
Anteil und von der Basensequenz.[66] 
Synthetische Oligonukleotide und Konjugate 
Synthetische Oligonukleotide sind über die Festphasensynthese zugänglich. Dabei 
handelt es sich um ein automatisiertes Verfahren zur Verknüpfung von Nukleotiden 
mit matrixgebundenen Nukleotiden über entsprechende Kupplungsreagenzien. Die 
Vervielfältigung von DNA in vitro wird durch die Polymerasekettenreaktion 
ermöglicht. Dabei wird in Einzelstränge dissoziierte DNA mit Primern, die freie 3΄-
Hydroxygruppen tragen, hybridisiert. In Gegenwart von Nukleosidtriphosphaten als 
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Monomere wird mittels einer Polymerase die zum DNA-Einzelstrang 
komplementäre DNA synthetisiert. Der mehrfach wiederholte Zyklus führt zur 
exponentiellen Amplifikation der DNA.[16] 
DNA lässt sich aufgrund der Spezifität der Watson-Crick-Basenpaarung und der 
beliebigen Einstellbarkeit der Basensequenzen für die Konstruktion von funktionalen 
Nanomaterialien nutzen. Neben der Faltung von DNA in nanoskalige Strukturen 
sind zum Beispiel Nanopartikel über DNA spezifisch verknüpfbar.[67,68] Synthetische 
Hybridkonjugate aus DNA und Biomolekülen, wie Proteinen[69,53,52,51] oder 
Kohlenhydraten,[70,71] lassen sich für die DNA-vermittelte Immobilisierung auf 
Nanopartikeln oder Oberflächen nutzen. So entwickelten Chevelot et al. einen DNA-
basierten Bio-Chip, der die gezielte Bindung von Lektinen mittels Glyko-modifizierter 
DNA an DNA-funktionalisierte Oberflächen erlaubte.[70,71] 
Für die Synthese kovalenter DNA-Hybridkonjugate eignen sich unter anderem 
heterobifunktionelle Vernetzungsreagentien, die einen N-Hydroxysuccinimidester 
und eine Maleimidgruppe aufweisen und somit zwei Moleküle mit Thiol- und 
Aminofunktion verknüpfen können.[52,69] 
2.3 DNA-funktionalisierte Goldnanopartikel 
Seit über fünfzehn Jahren wird DNA für die gezielte Selbstorganisation von AuNP 
genutzt.[7,9,10,11] DNA-funktionalisierte AuNP (AuNP-DNA) werden zur Entwicklung 
von Detektionsagenzien, zur Konstruktion von funktionalen Überstrukturen oder in 
Hinblick auf biomedizinische Anwendungen erforscht.[8,50] 
Synthese und Eigenschaften 
Zur Funktionalisierung von AuNP mit DNA eignen sich Oligonukleotide, die am 3'- 
oder 5'-Ende mit Alkanthiolresten modifiziert sind. Diese sind mit entsprechenden 
Phosphoramidat-Bausteinen in der Festphasensynthese synthetisierbar.[3] In einer 
Ligandenaustauschreaktion verdrängen die Thiol-modifizierten DNA-Stränge 
schwächer gebundene Liganden wie Citrat an AuNP.[4,7] Neben der starken Schwefel-
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Gold-Bindung treten auch attraktive Wechselwirkungen zwischen den Nukleinbasen 
und der AuNP-Oberfläche auf.[72,73,74] Durch Erhöhung der Salzkonzentration werden 
diese Wechselwirkungen überwunden sowie die elektrostatische Abschirmung unter 
den polyanionischen DNA-Einzelsträngen reduziert, sodass die DNA-Liganden von 
der Partikeloberfläche weiter abstehen und sich dichter anlagern können.[72,75,76] 
Neben einer hohen Salzkonzentration begünstigt eine große Oberflächenkrümmung 
eine hohe DNA-Belegungsdichte.[77] Für 15 nm große AuNP liegen die 
Belegungsdichten je nach Bedingungen etwa zwischen 20 und 150 DNA-Liganden 
pro Partikel.[75,77,78,79] Auch bei hohen Salzkonzentrationen (> 0.1 M) stabilisiert die 
DNA-Ligandenhülle die Partikel vor Aggregation.[80] Die DNA-Funktionalisierung 
der AuNP führt aufgrund der veränderten Ligandenhülle zu einer Rotverschiebung 
der Plasmonenresonanz sowie zu einem vergrößerten hydrodynamischen 
Durchmesser der AuNP.[81,58,59]  
Netzwerke aus AuNP-DNA 
AuNP können über DNA reversibel vernetzt werden. Dies erfolgt durch 
Hybridisierung von zueinenander komplementären DNA-Liganden (Abbildung 2.5) 
oder durch Verknüpfung von AuNP-DNA mittels freier DNA-Stränge.[7,82] Die 
Netzwerkbildung kann über die Rotverschiebung der Plasmonenbande, den Anstieg 
des hydrodynamischen Durchmessers sowie die Ausbildung eines Strukturfaktors in 
der Streukurve verfolgt werden (vgl. Abschnitt 2.1.2 und 2.6.1).[7,63,83,84] 
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Abbildung 2.5: Schematische Darstellung der DNA-vermittelten Vernetzung von 
AuNP. Die AuNP sind mit Thiol-modifizierten DNA-Einzelsträngen (1 
und 2), die zueinander komplementäre Basensequenzen besitzen, 
funktionalisiert. Die DNA-Hybridisierung führt zur Vernetzung der 
AuNP. Oberhalb ihrer Schmelztemperatur Tm dissoziieren die 
Netzwerke in die Einzelpartikel (nicht maßstabsgetreu). 
 
Netzwerke, die aus AuNP-DNA aufgebaut sind, dissoziieren aufgrund der 
Dehybridisierung der DNA reversibel bei Temperaturerhöhung oberhalb ihrer 
Schmelztemperatur in die Einzelpartikel.[7] Sie besitzen im Vergleich zur freien DNA 
eine erhöhte Schmelztemperatur und einen schärferen Schmelzübergang. Ursache 
dafür ist ein kooperativer Effekt, der auf mehrere DNA-Verknüpfungen zwischen 
einzelnen Partikeln sowie die während des Schmelzvorgangs reduzierte lokale 
Salzkonzentration zurückzuführen ist. Hohe Salzkonzentrationen, hohe DNA-
Belegungsdichten, große Partikelgrößen und große Interpartikelabstände erhöhen 
die Schmelztemperatur, während die Schmelzübergangsbreite mit zunehmender 
Anzahl der Verknüpfungen zwischen einzelnen Partikeln abnimmt.[79,80,85] Durch 
entsprechendes Basensequenzdesign sind hierarchische Netzwerkstrukturen[86] sowie 
kristallanaloge Überstrukturen aus AuNP-DNA zugänglich.[10,11] 
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Wechselwirkung mit Zellen 
Es ist gezeigt worden, dass AuNP-DNA (d = 13 nm) von einer Reihe von Zelllinien 
internalisiert werden und bei den eingesetzten Konzentratioen nicht zytotoxisch 
sind.[15,50] Eine dichte DNA-Ligandenhülle begünstigt die Zellaufnahme der 
Partikel.[87]  
Ein erster Schritt zur Adressierbarkeit von Zellen mit AuNP-DNA wurde von 
Nitin et al. vorgestellt, die AuNP mit anti-EGFi, EGF-Peptid und Folat 
funktionalisierten. Die Funktionalisierung erfolgte über Kupplung der AuNP mit 
den Biomolekülen über heterobifunktionelle Linkermoleküle oder über DNA-
Hybridisierung der AuNP mit komplementären DNA-Biomolekül-Konjugaten. Es 
wurde die spezifische Markierung von Tumorzellmembranen, die eine 
Überexpression von EGF- bzw. Folat-Rezeptoren aufweisen, demonstriert.[51]  
Patel et al. zeigten, dass die Aufnahme von AuNP-DNA (d = 13 nm) in Krebszellen 
(HeLa-Zellen) über Scavenger-Rezeptoren vermittelt wird.[35] Diese Gruppe von 
Membranproteinen sind strukturell verschieden und vermitteln im Allgemeinen die 
Endozytose von polyanionischen Liganden.[88] Die Partikelaufnahme konnte durch 
bekannte Liganden der Rezeptoren, Fucoidan oder Polyinosinsäure (Poly-I), bei den 
eingesetzten Konzentrationen bis zu > 60% inhibiert werden, welches die 
kompetitive Bindung der AuNP-DNA und der Inhibitoren demonstrierte. Höhere 
DNA-Belegungsdichten steigerten die zelluläre Aufnahme der Partikel als auch die 
Inhibierung der Partikelaufnahme durch Poly-I. Aufgrund der verringerten 
Endozytose in Gegenwart von Serumproteinen wurde ein Mechanismus postuliert, 
bei dem die Serumproteinadsorption an die AuNP-DNA mit der Scavenger-Rezeptor-
Bindung konkurriert.[35]  
                                               
i EGF: engl. epidermal growth factor, epidermaler Wachstumsfaktor 
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Anwendbarkeit 
Ihre einzigartigen Eigenschaften bieten die Möglichkeit, AuNP-DNA als Sensoren 
und Aktuatoren zu nutzen. Aufgrund ihrer abstandsabhängigen optischen 
Eigenschaften und ihrer scharfen Schmelzübergänge eignen sich AuNP-DNA u. a. 
zur Detektion von DNA,[8] Metallkationen, Antikörpern[53] und anderen Molekülen. 
Die Detektion von Hg2+-Ionen beruht auf der Koordination von Hg2+ an Thymidin-
Thymidin-Mismatches innerhalb der DNA-Doppelstränge.[89,90] Dieser Ansatz eignet 
sich überdies zur Detektion von Cystein, welches kompetitiv Hg2+ koordiniert.[91] 
Über AuNP-DNA, die mit einer Hapten-modifizierten DNA hybridisiert sind, lassen 
sich entsprechende Antikörper detektieren, die sich über die Schmelzprofile der 
Nanopartikelaggregate und über Oberflächen-basierte Syteme zuordnen lassen.[30] 
Laserlicht, dessen Wellenlänge im Bereich ihrer Plasmonenresonanz liegt, wird von 
AuNP absorbiert und in Wärme umgewandelt. Dies lässt sich nutzen, um 
temperaturabhängige biomolekulare Reaktionen an der Nanopartikeloberfläche, wie 
z. B. die DNA-Dehybridisierung, photothermisch zu steuern.[12,13] 
Die an AuNP angebundenen DNA-Stränge sind im Vergleich zu freier DNA stabiler 
gegenüber enzymatischer Hydrolyse durch DNAse, was auf die höhere lokale 
Ionendichte zurückgeführt wird.[15,92]  Dies macht AuNP-DNA besonders attraktiv für 
biomedizinische Anwendungen. So zeigte die Gruppe von Mirkin, dass AuNP-DNA 
zur Detektion von mRNA (engl. messenger RNA, Boten-RNA) sowie als 
Genregulierungsagenzien innerhalb lebender Zellen genutzt werden können.[15,93,94,95]  
Die Bindung von AuNP-DNA an bestimmte Sequenzen von mRNA, die das 
verstärkt grün fluoreszierende Protein (engl.: enhanced green fluorescent protein, eGFP) 
kodieren, führt zur Reduzierung der eGFP-Expression.[15] Zudem lassen sich an 
AuNP-DNA Pt(IV)-Komplexe anbinden, die intrazellulär freigesetzt werden und 
zytotoxisch wirken, was Potenzial in der Krebstherapie bietet.[96] 
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Huschka et al. setzten im Innern von lebenden Zellen DNA-interkalierende Moleküle 
(DAPI)i aus DNA-funktionalisierten Silikakern-Goldschale-Nanopartikeln 
photothermisch frei.[97] Dies verdeutlicht die potenzielle Anwendbarkeit des 
photothermischen Schaltens der DNA-Nanopartikelkonjugate auf 
Wirkstofffreisetzungssysteme. 
2.4 Glykobiologie 
2.4.1 Lektine 
Kohlenhydrate oder Saccharide (griech.: sakcharon, Zucker) sind die am häufigsten 
vorkommenden Biomoleküle. Neben den Funktionen der Energiespeicherung und 
als Strukturmaterialien übertragen Poly- und Oligosaccharide Informationen, indem 
sie spezifische Wechselwirkungen von Zellen vermitteln.[16] 
Auf der extrazellulären Seite der Zellmembran befinden sich Lipide und 
membrangebundene Proteine, die kovalent angebundene Kohlenhydratketten 
aufweisen und als Glykoproteine bzw. -lipide bezeichnet werden (Abbildung 2.6). 
Die Verknüpfung der Kohlenhydrate an die Proteine erfolgt über O- oder N-
glykosidische Bindungen. Die als Glykokalix bezeichnete Oligosaccharidschicht auf 
Zellen ist charakteristisch und u. a. von Typ, Stadium und krankhafter Veränderung 
der Zelle abhängig. 
                                               
i DAPI: 4′,6-Diamidino-2-phenylindol 
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Abbildung 2.6: Schematische Darstellung der Zellmembran mit 
Glykoproteinen, -lipiden und Lektinen (in Anlehnung an Ref. [19], 
nicht maßstabsgetreu). 
 
Die Kohlenhydrate werden von Proteinen, die als Lektine bezeichnet werden, 
spezifisch erkannt. Durch diese nicht kovalenten Kohlenhydrat-Proteinkomplexe 
wechselwirken Zellen untereinander und mit Proteinen der extrazellulären Matrix. 
Sie spielen somit in biologischen Prozessen wie der Zellkommunikation 
und -adhäsion eine entscheidende Rolle.[17] Daneben gibt es auch direkte 
Wechselwirkungen zwischen bestimmten Kohlenhydraten, die über divalente 
Kationen (Ca2+ oder Mg2+) vermittelt werden.[18] 
Lektine sind definiert als Proteine, die eine oder mehrere Kohlenhydrat-
Erkennungsdomänen besitzen und nicht Enzyme oder Immunglobuline sind. Sie 
kommen sowohl in löslicher Form wie auch an Zellmembranen gebunden als 
Zellrezeptor vor. Es wird zwischen C-, S- und P-Typ-Lektinen unterschieden. 
Während die Gesamtstruktur der Lektine sehr unterschiedlich ist, weisen Lektine 
einer Kategorie in ihrer Kohlenhydrat-Erkennungs-Domäne eine hohe 
Übereinstimmung der Aminosäuresequenz auf. Alle Lektine des C-Typs und 
manche Lektine des P-Typs benötigen für die Bindung von Kohlenhydraten Ca2+-
Ionen, während dies für S-Typ-Lektine (Galektine) nicht zutrifft.[17] Die Zucker-
Lektin-Wechselwirkungen basieren im Wesentlichen auf Wasserstoffbrücken-
bindungen und hydrophoben Wechselwirkungen.[98] Einzelne Zucker-Lektin-
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Wechselwirkungen sind recht schwach (Kd ≈ 10-4 - 10-3 M). Durch multivalente 
Bindungen zwischen Lektinen und Kohlenhydraten wird ihre effektive Bindung 
verstärkt, was für ihre biologische Relevanz entscheidend ist.[17,99,100] 
Im Folgenden werden die in dieser Arbeit eingesetzten Lektine Griffonia (Bandeiraea) 
simplicifolia Lektin II (GS-II), Galektin-1 (Gal-1) und -8 (Gal-8) (Abbildung 2.7) sowie 
der Asialoglykoproteinrezeptor (ASGP-R) näher beschrieben. Informationen zu 
Aminosäuresequenzen, molaren Massen und isoelektrischen Punkten sind im 
Anhang in Tabelle 6.3 enthalten. 
 
 
Abbildung 2.7: In dieser Arbeit eingesetzte Lektine GS-II (Tetramer), Gal-1 
(Homodimer) und Gal-8 (Tandem-Repeat) sowie der 
Asialoglykoproteinrezeptor (ASGP-R). Strukturformeln und Symbole 
der Zucker, für die die Lektine Bindungsaffinität besitzen (GS-II für N-
Acetyl-D-Glukosamin (GlcNAc); Gal-1 und -8, ASGP-R für terminale 
Galaktose (Gal), D-Laktose (Lac) und N-Aceytllaktosamin (LacNAc)). 
 
Griffonia (Bandeiraea) Simplicifolia Lektin II  
Griffonia (Bandeiraea) Simplicifolia Lektin II (GS-II) wird aus den Samen und Blättern 
der gleichnamigen Pflanze gewonnen. Das hier verwendete aus den Samen 
gewonnene Lektin ist ein Homo-Tetramer, welches aus vier identischen 
Untereinheiten mit einer Molmasse von je 30 kDa besteht. Jede Untereinheit hat eine 
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Kohlenhydrat-Erkennungs-Domäne, die spezifisch N-Acetyl-D-Glukosamin 
(GlcNAc)-Reste bindet.[101,102,103] Als ein pflanzliches Lektin benötigt es für die 
Kohlenhydrat-Bindung Ca2+-Ionen.[104] 
Galektine-1 und -8 
Galektine (S-Typ-Lektine) sind eine Klasse von Lektinen, die Kohlenhydrat-
erkennende Domänen mit Affinität für -D-Galaktose gemeinsam haben.[23,25] 
Entsprechend ihrer Anzahl von Kohlenhydratbindungstaschen lassen sich die bis 
heute 15 bekannten in Säugetieren vorkommenden Galektine in monovalente (Gal-1, 
-2, -,5, -7, -10, -11, -13, -14, -15) und bivalente Galektine (Gal-4, -6, -8, -9, 12) aufteilen. 
(Gal-3 nimmt aufgrund seiner Aminosäuresequenz von hintereinander auftretenden 
Wiederholungen eine Sonderstellung ein und besitzt eine chimäre Struktur.) Durch 
Dimerisierung monovalenter Galektine, wie Gal-1, entstehen bivalente Homodimere, 
die über nicht kovalente Bindungen verbunden sind. Hingegen werden bivalente 
Galektine, wie Gal-8, entsprechend ihrer zwei nicht identischen 
aufeinanderfolgenden Kohlenhydratbindungstaschen, die über eine kurze 
Peptidkette kovalent miteinander verknüpft sind, als Tandem-Repeat-Galektine 
bezeichnet.[23,25,] 
Konjugate, die N-Acetyllaktosamin-Sequenzen (LacNAc, Gal1-4GlcNAc) oder 
wiederholende Sequenzen davon (Poly-LacNAc) tragen, sind bevorzugte Liganden 
von Galektinen (vgl. Abschnitt 2.4.2).[24] Galektine haben intra- wie auch 
extrazelluläre Funktionen. Extrazellulär binden sie Glykokonjugate auf der 
Zelloberfläche als auch Glykoproteine der extrazellulären Matrix. Neben 
intrazellulären Vorgängen werden dadurch Mechanismen, wie Zell-Zell und Zell-
Matrix-Wechselwirkungen vermittelt. Abhängig von ihrer lokalen Konzentration 
können sie adhäsiv und anti-adhäsiv wirken. Entsprechend einer typischen Über- 
bzw. Unterexprimierung bestimmter Krebszellen haben Galektine z. B. Einfluss auf 
das Tumorwachstum.[25] 
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In dieser Arbeit wurden Mutanten der Galektine 1 und 8 mit einer Modifikation aus 
sechs aufeinander folgenden Histidin-Einheiten (His6) für die Aufreinigung mittels 
Metallionenaffinitätschromatographie verwendet. Bei der Mutante von Galektin 1 ist 
das Cystein an Position 2 durch Serin substituiert (His6Gal-1C2S), was unter 
nichtreduzierenden Bedingungen zur Erhöhung der Proteinstabilität führt (Tabelle 
6.3).[105] 
Asialoglykoproteinrezeptor 
Der Asialoglykoproteinrezeptor (ASGP-R) gehört zur Klasse der C-Lektine und wird 
hauptsächlich auf Leberzellen (Hepatozyten) von Säugetieren exprimiert. In 
Gegenwart von Ca2+-Ionen bindet er terminale, nicht reduzierende D-Galaktose- (Gal) 
oder N-Acetyl-D-Galaktosamin(GalNAc)-Reste. ASGR-R vermitteln die Endozytose 
von Glykoproteinen, deren Sialinsäurereste enzymatich abgespalten sind und 
dadurch freie terminale Galaktose-Reste tragen. Dies dient zur Eliminierung alter 
Glykoproteine aus dem Serum.[17,31] 
Zur Untersuchung des ASGP-Rezeptors kommen häufig HepG2-Zellen, eine humane 
Leberkrebszelllinie, zum Einsatz. Sie expremieren etwa 225000 ASGP-R pro Zelle.[106] 
An HepG2-Zellen ist gezeigt worden, das die ASGP-R-vermittelte Endozytose bei 
ausreichend hoher Ligandenkonzentration unter 10 min dauert. Die Rezeptor-
vermittelte Endozytose umfasst die Bindung des Liganden, die Migration des 
Komplexes hin zu eingestülpten mit Clathrin bedeckten Vorstufen von Vesikeln der 
Zellmembran („Clathrin-Coated Pits“), die Bildung der Vesikel und die anschließende 
Rezeptor-Ligand-Dissoziation.[107] Rensen et al. zeigten anhand von Glykolipiden, dass 
die Größe, oberhalb derer Partikel nicht mehr durch ASGP-R endozytiert werden, bei 
70 nm liegt.[108] 
Bergen et al. untersuchten in vivo die spezifische zelluläre Aufnahme von Gal-PEG-
funktionalisierten AuNP. Sie zeigten, dass 50 nm große Gal-funktionalisierte AuNP, 
im Gegensatz zu größeren (80, 100 und 150 nm) bzw. nicht funktionalisierten AuNP 
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verstärkt in Hepatozyten aufgenommen werden, was auf eine ASGP-R-vermittelte 
Endozytose zurückgeführt wurde.[32] Die spezifische ASGP-R-vermittelte Aufnahme 
von Gal-funktionalisierten CdSe-Quantum-Dots sowie D-Laktose(Lac)-
funktionalisierten Eisenoxid-Nanopartikeln in HepG2-Zellen wurde von Kikkeri et 
al.[33] bzw. Huang et al.[34] demonstriert. Die Spezifität der Rezeptor-NP-
Wechselwirkungen wurde u. a. durch Inhibierung des Rezeptors durch ein Gal-
funktionalisiertes Polymer[33] oder Gal[34] bzw. durch Herunterregelung der 
Rezeptorexpression gezeigt.[33] ASGP-R kann zur spezifischen Einschleusung von 
therapeutischer DNA in Leberzellen dienen. Die in der Literatur beschriebenen 
Ansätze beruhen meist auf der Komplexierung der DNA an Gal-funktionalisierte, 
kationische Polymere oder auf der Gal-Funktionalisierung von 
Oligonukleotiden.[109,110] 
2.4.2 Chemoenzymatische Synthese von Poly-LacNAc-Konjugaten 
Bei Poly-N-Acetyllaktosamin (poly-LacNAc), [3Gal1-4GlcNAc1-]n, handelt es sich 
um ein lineares Oligosaccharid aus sich wiederholenden LacNAc-Disaccharid-
Einheiten. Diese sehr verbreitete und wichtige Glykanstruktur kommt sowohl auf 
Glykoproteinen und -lipiden der Zellmembran[19] als auch auf Glykoproteinen der 
extrazellulären Matrix vor.[20,111,112] Poly-LacNAc-Strukturen werden bevorzugt von 
Galektinen gebunden, die in der Zelladhäsion eine Rolle spielen (vgl. Abschnitt 
2.4.1).[24] Die Modifizierung künstlicher Oberflächen mit Poly-LacNAc-Strukturen ist 
eine Möglichkeit, eine artifizielle extrazelluläre Matrix aufzubauen bzw. Zellen 
spezifisch zu adressieren.[28] 
Im Innern von eukaryotischen Zellen werden Glykanketten durch 
Glykosyltransferasen im Endoplasmatischen Retikulum und Golgi-Apparat 
synthetisiert. Als Donoren dienen aktivierte Monosaccharide (Nukleotidzucker) wie 
z. B. UDP-Gali, die enzymatisch an ein Akzeptorsubstrat (z. B. Protein, 
                                               
i UDP-Gal: Uridin-diphospho--D-Galaktose 
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Oligosaccharid) angebunden werden. Je nach Transferase ergibt sich eine Inversion 
oder Retention der Stereochemie am anomeren C-Atom des Donorsubstrats.[19] 
Glykosyltransferasen lassen sich nutzen, um Glykanketten, wie Poly-LacNAc, in vitro 
enzymatisch zu synthetisieren. Die in dieser Arbeit verwendeten Poly-LacNAc-
Ketten wurden ausgehend von einem chemisch modifizierten N-Acetyl-D-
Glukosamin-Derivat chemoenzymatisch synthetisiert (Abbildung 2.8).[28,29] 
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Abbildung 2.8: Reaktionsschema zur Synthese von Amino-funktionalisiertem N-
Acetyl-D-Glukosamin (β-N-Acetylglukosaminid) (GlcNAc-NH2) und 
(Poly)-N-Acetyllaktosamin in Anlehnung an Ref. [28]. A) Synthese zur 
Darstellung von tBoc-funktionalisiertem N-Acetyl-D-Glukosamin 
(GlcNAc-tBoc); B) Chemoenzymatische Synthese von (Poly)-N-Acetyl-
Laktosamin [3Gal1-4GlcNAc1-]n-Konjugaten ausgehend von 
GlcNAc-NH2tBoc; C) Entschützung der Aminogruppe durch 
Abspaltung der tBoc-Gruppe. 
 
Der Ausgangszucker GlcNAc ist über ein kurzes Linkermolekül mit einer 
tert-Butyl(tBoc)-geschützten Amino-Gruppe modifiziert (Abbildung 2.8 A). Es 
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wurde gezeigt, dass das GlcNAc-Derivat als Akzeptorsubstrat für die verwendeten 
Glykosyltransferaseni[113,114] geeignet ist. So kann die chemoenzymatische Synthese 
der Poly-LacNAc-Konjugate durch eine Kombination der Glykosyltransferasen mit 
UDP-Gal und UDP-GlcNAc als Donorsubstrate erfolgen (Abbildung 2.8 B).[28,29] Eine 
„Ein-Topf“-Variante der Synthese ergibt Ketten mit bis zu sechs LacNAc-Einheiten in 
einem semi-präparativen Maßstab. Die Poly-LacNAc-Ketten können entsprechend 
ihrer Kettenlänge chromatographisch getrennt werden.[29] Nach saurer Abspaltung 
der tBoc-Schutzgruppe (Abbildung 2.8 C) ist eine Anbindung der Poly-LacNAc-
Kette an aminoreaktive Gruppen möglich.[28] 
2.5 Glyko-funktionalisierte Goldnanopartikel 
Durch unterschiedliche Modellsysteme wird versucht, die multivalente Präsentation 
der Kohlenhydrate auf Zellen künstlich nachzuahmen. Neben Glykokonjugat-
Sytemen, die u. a. auf Dendrimeren oder Polymeren basieren, werden seit mehr als 
10 Jahren Glykonanopartikel in Hinblick auf spezifische Kohlenhydrat-
Wechselwirkungen erforscht.[5,6,26,27] Dabei handelt es sich um Nanopartikel, die an 
ihrer Oberfläche mit biologisch relevanten (Oligo)sacchariden funktionalisiert sind. 
Aufgrund ihrer multivalenten Präsentation der Glyko-Strukturen können sie als bio-
mimetisches Modell der Glykokalix auf Zelloberflächen dienen, ermöglichen die 
Untersuchung spezifischer Kohlenhydrat-Kohlenhydrat[26,115,116] sowie Kohlenhydrat-
Lektin-Wechselwirkungen[27,117] und bieten Potenzial im Bereich des Zell-
Targetings[6,32,118,119]  oder der Impfstoffentwicklung.[120,121,122] Je nach Anwendungsgebiet 
werden magnetische Nanopartikel, Quantum-Dots oder Metallnanopartikel 
eingesetzt.[5,6] Die optischen Eigenschaften Glyko-funktionalisierter AuNP (AuNP-
Glyko) lassen sich zur Abbildung der spezifischen Kohlenhydrat-Wechselwirkungen 
nutzen.[117] 
                                               
i humane 1,4-Galaktosyltransferase-1 (4GalT-1),[113] 1,3-N-acetylglukosaminyltransferase 
(3GlcNAcT) aus Helicobacter pylori[114] 
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Synthese 
Für die Glyko-Funktionalisierung von AuNP werden häufig Thiol-Liganden 
eingesetzt, die eine Alkyl- oder Polyethylenglykol(PEG)-Kette als Linker und ein 
Mono- oder Oligosaccharid-Ende tragen (Abbildung 2.9).[6,26,123] Für die Synthese 
Thiol-modifizierter Kohlenhydratderivate eignen sich verschiedene Syntheserouten, 
die auf der Glykosilierung der Kohlenhydrate basieren.[17] 
Die direkte Synthese von AuNP-Glyko durch Reduktion eines Goldsalzes in 
Gegenwart von Thiol-Glyko-Liganden in Anlehung an die Methode von Brust und 
Schiffrin[124] ergibt Partikel im Größenbereich von 1 bis 10 nm.[6,26] Durch Verwendung 
einer Mischung aus Glyko-Liganden und Liganden ohne Glyko-Funktion kann die 
Kohlenhydrat-Belegungsdichte variiert werden.[123] Daneben können synthetisierte 
AuNP, wie AuNP-Citrat, durch entsprechenden Ligandenaustausch mit Glyko-
Thiol-Liganden[116,117,125] oder durch kovalente Anbindung der Glykokonjugate an die 
Ligandperipherie[27] funktionalisiert werden.[6] Einen Ansatz der photoinduzierten 
kovalenten Anbindung underivatisierter Mono- und Oligosaccharide an 
Perfluorophenylazid-funktionalisierte AuNP zeigten Wang et al.[126] 
Spezifische Kohlenhydrat-Wechselwirkungen 
Aufgrund der multivalenten Präsentation der Kohlenhydrate auf ihrer Oberfläche 
können schwache Wechselwirkungen, wie Kohlenhydrat-Kohlenhydrat-
Wechselwirkungen zwischen den Glykonanopartikeln durch Ca2+ induziert werden. 
Diese Wechselwirkungen lassen sich über geeignete Analyseverfahren wie 
beispielsweise Elektronenmikroskopie, UV/Vis-Spektroskopie und 
Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie (engl. surface plasmon resonance 
spectroscopy, SPR) abbilden.[26,116,127,128] Unter anderem untersuchten Fuente et al. mittels 
Transmissionselektronenmikroskopie die Ca2+-vermittelten Kohlenhydrat-
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Kohlenhydrat-Wechselwirkungen von Lewis Xi-funktionalisierten AuNP. Die 
Lewis X-Glykonanopartikel bildeten in Gegenwart von Ca2+-Ionen dreidimensionale 
Netzwerke aus, welche durch Komplexierung der Ca2+-Ionen durch EDTAii wieder 
aufgelöst wurden.[26] 
Auf der anderen Seite werden Glykonanopartikel zur Untersuchung spezifischer 
Kohlenhydrat-Lektin-Wechselwirkungen eingesetzt (Abbildung 2.9). Die Spezifität 
von Glykonanopartikel-Lektin-Wechselwirkungen kann durch Kompetition mit 
freiem Zucker, durch Referenzmessungen mit nicht bindenden Lektinen oder nicht 
bindenden Glyko-Liganden nachgewiesen werden.[27,117]  
 
 
                                               
i Lewis X: Gal(1→4)[Fuc(1→3)]GlcNAc1→OR 
ii EDTA: Ethylendiamintetraessigsäure 
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Abbildung 2.9: Schematische Darstellung der Lektin-vermittelten Vernetzung von 
AuNP-Glyko. Es ist der typische Aufbau eines AuNP-Glyko gezeigt, 
bei dem Mono- oder Oligosaccharide über kurze Polyethylenglykol 
(PEG)- oder Alkylketten als Linker sowie über Thiole an die AuNP-
Oberfläche gebunden sind. Durch spezifische Lektin-Kohlenhydrat-
Bindungen werden die AuNP zu dreidimensionalen Netzwerken 
verknüpft (nicht maßstabsgetreu). 
 
Otsuka et al. zeigten als erste anhand der RCA120i-vermittelten Vernetzung von 
Laktose-funktionalisierten AuNP die spezifischen Wechselwirkungen zwischen 
                                               
i RCA120: Ricinus Communis Agglutinin 
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Glykonanopartikeln und Proteinen. Das bivalente Lektin bindet spezifisch terminale 
-D-Galaktopyranose-Reste und somit die Laktose-Liganden der AuNP. Ein 
Überschuss von freier Galaktose, welche kompetitiv an das Lektin bindet, führte zur 
Auflösung der Partikelaggregate, was anhand des Farbwechsels bzw. der Lage der 
Plasmonenbande verfolgt wurde.[27] Der Vernetzungsgrad nimmt mit zunehmender 
Lektin-Konzentration sowie zunehmender Laktose-Oberflächenbelegung auf den 
AuNP zu.[129] Die multivalente Bindung von AuNP-Glyko zu Lektinen wurde 
quantitativ mittels eines Kompetitionsexperimentes über SPR nachgewiesen.[130] 
Verschiedene Studien haben gezeigt, dass Faktoren wie die Nanopartikelgröße, die 
Linkerart und -länge, die Oligosaccharidlänge sowie die 
Kohlenhydratbelegungsdichte die spezifischen Wechselwirkungen von 
Glykonanopartikeln beeinflussen.[130,131,132,133]  
Wechselwirkung mit Zellen und Anwendbarkeit 
Die spezifischen Kohlenhydrat-Lektin-Bindungen können genutzt werden um AuNP 
gezielt über Rezeptoren auf der Zellmembran, wie z. B. ASGP-R, in bestimmte Zellen 
einzuschleusen (vgl. Abschnitt 2.4.1).[32] Zudem kann die Art des Kohlenhydrats die 
Zytotoxizität der Nanopartikel beeinflussen, was an magnetischen Maltose-, 
Glukose- und Laktose-funktionalisierten NP gezeigt wurde.[119] Durch Ausnutzung 
ihrer optischen oder magnetischen Eigenschaften können Glykonanopartikel daher 
als spezifische Bildgebungsagenzien genutzt werden.[6,118] Durch ihre multivalente 
Präsentation der Kohlenhydrate bieten Glykonanopartikel Potenzial als Impfstoffe. 
So wurde gezeigt, dass etwa 1 - 2 nm große Mannose-funktionalisierte AuNP über C-
Typ-Lektin (DC-SIGN)-vermittelte Endozytose in Zellen aufgenommen werden und 
als Inhibitoren für die Glykan-vermittelte Bindung von HIV-1i an DC-SIGN-
Rezeptoren dienen können.[121,122] 
                                               
i HIV-1: Humane Immundefizienz-Virus Typ 1 
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Da Kohlenhydrat-Kohlenhydrat- und Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen bei 
Prozessen der Zelladhäsion eine Rolle spielen, wird die Funktion von 
Glykonanopartikeln bezüglich einer anti-adhäsiven Wirkung erforscht.[6] Die 
Gruppen von Penadés und Bernard demonstrierten das anti-metastatische Potenzial 
Laktose-funktionalisierter AuNP. Durch Pre-Inkubation von Krebszellen mit den 
Nanopartikeln ex vivo wurde die Metastase in lebenden Mäusen stark inhibiert.[120] 
Die gemischte Funktionalisierung von Nanopartikeln mit Fluorophoren, Peptiden 
oder RNA-Liganden bietet Potenzial für weitere biomedizinische Anwendungen, 
wie Genregulierung oder zur Darstellung „artifizieller Nanozellen“.[6,134]  
Auf der anderen Seite können Nanopartikel zur Verbesserung ihrer 
Biokompatibilität mit Polysacchariden, wie Chitosan, funktionalisiert werden. [135] 
Ahmed et al. nutzen die Biokompatibilität von Glykostrukturen für die Synthese von 
Transfektionsagenzien. Mit positiv geladenen Glykopolymeren funktionalisierte 
AuNP wurden elektrostatisch mit Plasmid-DNA komplexiert und in HeLa-Zellen 
internalisiert.[136,137]  
2.6 Charakterisierungsmethoden 
Im Folgenden werden in der vorliegenden Arbeit verwendete Methoden zur 
Charakterisierung von Nanopartikeln und Zellen beschrieben. 
2.6.1 Lichtstreuung 
Streumethoden, die Licht-, Neutronen- und Röntgenstreuung umfassen, eignen sich 
zur Charakterisierung von Strukturen in der Größenordnung von 1 nm bis 1 µm und 
sind nicht-invasiv. Es werden Informationen von über das Volumen gemittelten 
physikalischen Eigenschaften der untersuchten Strukturen erhalten. Bei der 
Statischen Streuung (z. B. Statische Lichtstreuung, (engl. Static Light Scattering (SLS)), 
Kleinwinkelröntgenstreuung, (engl. Small Angle X-Ray Scattering, (SAXS)) wird die 
zeitlich gemittelte Streuintensität in Abhängigkeit des Streuwinkels  gemessen. Dies 
liefert Informationen über die Form sowie die örtliche Ordnung von Partikeln. In 
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Abhängigkeit der eingesetzten Wellenlänge und des Streuwinkelbereichs sind 
Strukturen unterschiedlicher Größenordnungen zugänglich. Die Dynamische 
Lichtstreuung (engl. Dynamic Light Scattering, DLS) umfasst die Messung der 
zeitlichen Fluktuationen der Streuintensität, aus welcher der Diffusionskoeffizient D 
sowie der hydrodynamische Radius Rh der Partikel ableitbar sind. 
Während des Streuexperimentes wird der monochromatische Lichtstrahl eines 
Lasers von einer Suspension kolloidaler Teilchen gestreut. Die Streulichtintensität 
wird von einem Detektor in einem Winkel  zum durchgehenden Lichtstrahl 
gemessen.  
Im Fall von elastischer Streuung ist die Frequenz des Streulichts gleich der Frequenz 
der einfallenden Strahlung. 
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0        Gleichung 2.1 
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
: Wellenvektor der elektromagnetischen Welle 
: Wellenlänge der elektromagnetischen Strahlung 
Die Differenz der Wellenvektoren der gestreuten und einfallenden Strahlung ergibt 
den Streuvektor q

: 
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Die Abhängigkeit des Betrags des Streuvektors q

 vom Streuwinkel und von der 
Wellenlänge der Strahlung wird über folgende Beziehung ausgedrückt: 
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 Wellenlänge der Strahlung im Vakuum 
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Die am Detektor gemessene Streuintensität I entspricht dem Betragsquadrat der 
Amplitude des gestreuten elektrischen Feldes Es und ist abhängig von der 
Detektorposition R sowie dem Streuvermögen b der Teilchen. 
2
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    Gleichung 2.4 
E0: maximale Amplitude des eingestrahlten, elektrischen Feldes 
t: Zeit 
 Kreisfrequenz der elektromagnetischen Strahlung 
Das Streuvermögen kolloidaler Teilchen zeigt aufgrund der Interferenz der 
Streuwellen verschiedener Streuzentren innerhalb des Teilchens eine 
Winkelabhängigkeit. Dies ergibt den Formfaktor P(q): 
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Der auf eine Einheitsstreukraft normierte Formfaktor für eine homogene Kugel lässt 
sich aus dem Kugelradius RK berechnen:  
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qP     Gleichung 2.6 
Die Auftragung des Formfaktors gegen das Produkt aus Streuvektor und 
Kugelradius ergibt den universellen Kugelformfaktor. Dies ist eine Streufunktion, die 
für alle sphärischen Teilchen gilt (Abbildung 2.10). 
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Abbildung 2.10: Normierter Formfaktor P(qRK) einer homogenen Kugel mit dem 
Kugelradius Rk 
 
Aus den Minima qmin eines gemessenen Formfaktors von sphärischen Partikeln lässt 
sich mit den bekannten Nullstellen des universellen Kugelformfaktors der 
Kugelradius nach 
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     Gleichung 2.7 
berechnen. Eine erhöhte Partikelpolydispersität führt zu unschärferen Minima des 
Formfaktors.  
Neben dem Formfaktor geht der Strukturfaktor S(q) in die über das Ensemble 
gemittelte statische Streuintensität )(qI  für monodisperse und optisch isotrope 
Kolloide über folgende Beziehung mit ein: 
)()((0))(
2
qSqPbNqI       Gleichung 2.8 
N: Anzahl der Teilchen 
b(0): Streuvermögen für q = 0 
S(q): Strukturfaktor 
Der statische Strukturfaktor ergibt sich aus einer möglichen Nahordnung der 
Kolloide und wird durch folgende Beziehung beschrieben: 
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ri bzw. j: Ort des Teilchens i bzw. j 
Der Strukturfaktor kann aus dem Verhältnis der Streuintensität kolloidaler Teilchen 
mit Nahordnung, z. B. konzentrierte Lösung (konz), zur Streuintensität der Kolloide 
ohne Nahordnung, z. B. verdünnte Lösung (verd), ermittelt werden.  
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qS       Gleichung 2.10 
Das erste Maximum des Strukturfaktors qmax liefert über eine Annäherung an die 
Bragg`sche Beziehung den Interpartikelabstand d (Kern-zu-Kernabstand) von 
miteinander wechselwirkenden Partikeln: 
max
2π
q
d             Gleichung 2.11 
Durch Fourier-Transformation der Streuintensität in den realen Raum wird die 
Paarabstandsverteilungsfunktion (engl. pair distance distribution function, PDDF) (p(r)) 
erhalten: 
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In der PDDF ist die Anzahl von Streuzentren als Funktion ihres Abstands r 
zueinander aufgetragen.[138] 
Kleinwinkelröntgenstreuung 
Die Wellenlänge von Röntgenstrahlung ( ≈ 0.1 nm) sowie der Winkelbereich 
( ≤ 10°) ergibt für Kleinwinkelröntgenstreuung (engl. Small Angle X-Ray Scattering, 
SAXS) einen Streuvektorbereich in der Größenordnung von 10-1 nm-1 < q < 101 nm-1. 
Damit lassen sich Strukturen in der Größenordnung zwischen 100 nm und 102 nm 
abbilden.  
Während Strahlung im sichtbaren Bereich von den äußeren Elektronenwolken der 
Atome gestreut wird, wird Röntgenstrahlung von Elektronen der äußeren und der 
inneren Schalen der Atome gestreut. Die Streulängendichte von sichtbarem Licht ist 
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abhängig von der Polarisierbarkeit des streuenden Materials. Die Streulängendichte 
von Röntgenstrahlung hängt von der lokalen Elektronendichte des Materials ab und 
ist größer als die des sichtbaren Lichts.[138] 
Im Experiment wird die Probe mit einem monochromatischen Röntgenstrahl 
bestrahlt. Die Intensität der gestreuten Strahlung wird von einem Flächendetektor 
gemessen. Durch Variation des Abstands von Detektor zu Probe lässt sich der 
Streuwinkelbereich ändern. 
Dynamische Lichtstreuung 
Die Brownsche Bewegung von Kolloiden wird durch Zusammenstöße der Partikel mit 
Lösungsmittelmolekülen verursacht. Auf der Zeitskala der Kolloidbewegung sind 
die Bewegungen der Lösungsmittelmoleküle nicht auflösbar. Die Bewegung von 
Kolloiden kann durch die Langevin-Gleichung beschrieben werden, in der der 
Einfluss des Lösungsmittels als Reibungs- und stochastische Kraft FR,i(t) eingeht. Die 
Bremskraft wird durch den ersten Term, der den hydrodynamischen Radius Rh und 
die Viskosität  des Lösungsmittels enthält, beschrieben.[139] 
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m: Masse 
xi: Ort eines Teilchens 
t: Zeit 
 0: Nullscherviskosität des Lösungsmittels 
Der hydrodynamische Radius ist definiert als der hypothetische Radius einer festen 
Kugel mit den gleichen Diffusionseigenschaften wie das betrachtete Kolloid. Das im 
Streuexperiment von verschiedenen kolloidalen Partikeln bzw. Streuzentren in alle 
Richtungen gestreute Licht interferiert. Aufgrund der Kolloidbewegungen führen die 
Interferenzen zu Intensitätsfluktuationen des Streulichts. Die zeitliche Änderung des 
Streulichts wird mit Hilfe von Hardwarekorrelatoren in normierte 
Intensitätsautokorrelationsfunktionen )(
Tg
2  überführt. Hier werden die 
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Streulichtintensitäten zu den Zeitpunkten t und t+ miteinander korreliert 
(Abbildung 2.11 A): 
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     Gleichung 2.14 
 I(q,t): Streulichtintensität 
 : Zeitintervall 
 T: Gesamtmesszeit 
 <…>: Scharmittel 
Über die Siegert-Relation wird aus der normierten 
Intensitätsautokorrelationsfunktion die Dichteautokorrelationsfunktion f(q,t) erhalten 
(Abbildung 2.11 B): 
2(2)
T )],([1),( τqfcτqg       Gleichung 2.15 
c: Apparatekonstante (0  c  1) 
Für monodisperse kolloidale Partikel steht die Dichteautokorrelationsfunktion mit 
dem Diffusionskoeffizienten D0, der die Brownsche Bewegung beschreibt, in 
folgender Beziehung: 

2
0qDe),q(f        Gleichung 2.16 
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Abbildung 2.11: A) Auftragung der Streulichtintensität gegen die Zeit („Zählrate“) zur 
Veranschaulichung des Prinzips der Korrelation der Streuintensität zu 
verschiedenen Zeitpunkten t und t + . B) Dichteautokorrelations-
funktion. (Daten entnommen aus Ref. [140]) 
 
In Abhängigkeit von der Temperatur T und der Viskosität des Mediums ist aus 
dem Diffusionskoeffizienten der hydrodynamische Radius über die Stokes-Einstein-
Gleichung zugänglich: 
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       Gleichung 2.17 
kB: Boltzmann-Konstante 
Die Größenverteilung kolloidaler Partikel führt zu einer Verteilung der 
Diffusionskoeffizienten um einen Mittelwert und somit zu einem nicht 
exponentiellen Verlauf der Dichteautokorrelationsfunktion. Die experimentell 
erhaltene Dichteautokorrelationsfunktion kann über eine Kumulanten-Entwicklung 
angepasst werden: 
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 n: n-ter Kumulant 
Aus dem ersten Kumulanten 1 wird das Z-Mittel des Diffusionskoeffizienten oD  
erhalten: 
²01 qD        Gleichung 2.19 
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Der hydrodynamische Radius wird aus dem Z-Mittel des Diffusionskoeffizienten 
über die Stokes-Einstein-Gleichung berechnet. Die Abweichung der 
Dichteautokorrelationsfunktion vom monoexponentiellen Verhalten wird durch den 
zweiten Kumulanten beschrieben, welcher in folgender Beziehung mit dem Z-Mittel 
des Diffusionskoeffizienten und dem Streuvektor steht: 
42
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02 )( qDD        Gleichung 2.20 
Aus den ersten beiden Kumulanten lässt sich die Polydispersität D  ermitteln, 
welche als das Verhältnis von Standardabweichung zu Mittelwert der 
Diffusionkoeffizientenverteilung definiert ist. Der Polydispersionsindex PDI[141] ist 
daraus herleitbar: 
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Während Dichteautokorrelationsfunktionen monodisperser Partikel mit 
Kumulantenentwicklungen erster Ordnung angepasst werden können, werden die 
Dichteautokorrelationsfunktionen von Partikeln mit breiteren Größenverteilungen 
durch Kumulantenentwicklungen höherer Ordnung besser beschrieben.[141,138]  
Alternativ kann die Dichteautokorrelationsfunktion über inverse Laplace-
Transformation angepasst werden. Dies liefert eine Größenverteilung der 
hydrodynamischen Größe. Aus dieser Streulichtintensitäts-gewichteten 
Größenverteilung können, basierend auf der Mie-Theorie, Größenverteilungen 
gewichtet nach Partikelvolumen oder -anzahl berechnet werden. Nach der Rayleigh-
Approximation ist die Streuintensität proportional zur sechsten Potenz des 
Partikeldurchmessers. Das Partikelvolumen ist proportional zur dritten Potenz des 
Partikeldurchmessers. Folglich unterscheiden sich die Größenverteilungen 
entsprechend ihrer Gewichtungen im Fall von polydispersen Partikeln. Daher gibt 
der bei einem Streuwinkel gemessene hydrodynamische Radius im Fall 
polydisperser Partikel(aggregate) nicht alle Partikelgrößen der Probe wieder. 
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Die von der Partikelgröße abhängigen Formfaktoren führen bei polydispersen 
Partikeln zu einer Streuwinkelabhängigkeit der gemessenen hydrodynamischen 
Größen.[141,138] 
2.6.2 Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie 
Bei Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (engl.: fluorescence correlation spectroscopy, 
FCS) handelt es sich um eine Untersuchungsmethode zur Charakterisierung der 
Diffusionseigenschaften und hydrodynamischen Eigenschaften von einzelnen 
fluoreszierenden Molekülen oder Teilchen. Im Unterschied zur Dynamischen 
Lichtstreuung, bei welcher über das Partikelensemble gemittelte 
Konzentrationsfluktuationen gemessen werden, werden bei der FCS die 
Fluktuationen einzelner Moleküle oder Partikel gemessen. Zudem bietet die FCS in 
Zweifarbenexperimenten die Möglichkeit, Wechselwirkungen verschieder 
Fluorophor-markierter Moleküle zu charakterisieren und erlaubt Untersuchungen an 
lebenden Zellen.[142,143]  
Der Messaufbau beruht auf einem konfokalen Mikroskop. Das Laserlicht wird durch 
ein Objektiv auf die Probe fokussiert, so dass ein kleines Probenvolumen (≤ 10-15 L) 
angeregt wird. In dieses Volumen diffundierende Fluorophore (welche in sehr 
geringen Konzentrationen im nanomolaren Bereich vorliegen) absorbieren das 
Anregungslicht und emittieren Licht höherer Wellenlängen. Mittels entsprechender 
Filter wird das fluoreszierte Licht über Einzel-Photon-Avalanche-Photodioden 
detektiert. Die Fluoreszenzintensitäten werden zu verschiedenen Zeitpunkten 
miteinander korreliert. Befindet sich das fluoreszierende Teilchen in der Mitte des 
Detektionsvolumens, so steigt die Wahrscheinlichkeit der Detektion vieler 
emittierender Photonen dieses Teilchens. Folglich ist die zeitliche Korrelation der 
Fluoreszenz hoch. Diffundiert dieses Teilchen aus dem Volumen heraus, so sinkt die 
Korrelation, bis sie, bei Verlassen des Teilchens aus dem Volumen, einen Wert von 
Null erreicht.[142,144]  
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Zur Messung von absoluten Diffusionskoeffizienten, ohne Referenzmessungen mit 
Teilchen bekannter Diffusionseigenschaften, wird ein Zwei-Fokus-Aufbau (2fFCS) 
verwendet.[144] Hierbei sind zwei Foki lateral mit bekanntem Abstand zueinander 
verschoben und überlappen sich in einem Bereich. Die Bestimmung des 
Diffusionskoeffizienten erfolgt über die Kreuz-Korrelation der Fluoreszenz zwischen 
den beiden Detektionsvolumina.[144] Für eine detaillierte Beschreibung der 
Korrelationsfunktion und der Datenauswertung wird auf Ref. [144] und [145] 
verwiesen. 
2.6.3 Durchflusszytometrie 
Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um ein Messverfahren zur 
Charakterisierung von Zellen bezüglich ihrer Größe, Morphologie, Struktur und 
Fluoreszenzmarkierung. Dabei wird die Zellsuspension im Durchfluss an einem 
Laserstrahl vorbeigeleitet. Das von jeder einzelnen Zelle gestreute Licht sowie die 
durch Fluoreszenz emittierte Strahlung werden durch geeignete Detektoren erfasst.  
Das vorwärtsgestreute Licht (Forwardscatter, FSC) ist ein Maß für die Größe der 
Zellen, während aus dem in einem Winkel von 90° gestreuten Licht (Sidescatter (SSC)) 
Informationen über die Zellgranularität gewonnen werden. Die Wellenlänge des 
Lasers und die Anregungswellenlänge der Fluorophore werden aufeinander 
abgestimmt. Über geeignete Filtersysteme wird die emittierte Strahlung im 
entsprechenden Wellenlängenbereich detektiert. Die Auftragung des 
Seitwärtsstreulichts gegen das Vorwärtsstreulicht ergibt einen sogenannten Dot-Plot, 
der die Unterscheidung verschiedener Zellpopulationen zulässt. Die Auftragung der 
Ereignisse (Zellanzahl) gegen die Fluoreszenzintensität in einem Histogramm gibt 
Informationen darüber, wie stark die Zellen fluoreszieren.[146]  
Die Durchflusszytometrie eignet sich neben der Zellmarkierung durch Fluorophor-
markierte Antikörper[146] zur Untersuchung der Aufnahme von Nanopartikeln in 
Zellen. Vorraussetzung dafür ist eine Eigenfluoreszenz der Nanopartikel, wie z. B. 
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bei Quantum-Dots der Fall,[33] oder die Fluorophormarkierung der Nanopartikel über 
Farbstoff tragende Liganden.[147] 
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3 Ergebnisse und Diskussion 
3.1 Citrat-stabilisierte Goldnanopartikel 
Citrat-stabilisierte Goldnanopartikel (AuNP-Citrat) wurden nach der Synthese von 
Turkevich und Frens durch Reduktion von Hydrogentetrachloridoaurat(III) durch 
Natriumcitrat in wässriger Lösung hergestellt.[39,40] Die tiefrote Lösung der AuNP-
Citrat wurde durch UV/Vis-Spektroskopie (UV/Vis), Rastertransmissionselektronen-
mikroskopie (STEM), Dynamische Lichtstreuung (DLS) und Kleinwinkelröntgen-
streuung (SAXS) charakterisiert (Abbildung 3.1). Die in dieser Arbeit gezeigten 
Ergebnisse basieren auf mehreren Syntheseansätzen, wobei die Größen(verteilungen) 
der AuNP-Citrat gut übereinstimmten. Im Folgenden werden die Ergebnisse eines 
Syntheseansatzes exemplarisch dargestellt. 
Typischerweise lag das Absorbanzmaximum der Plasmonenresonanz der AuNP-
Citrat bei max = 518±1 nm. Aus den Minima der Streukurve wurde über die 
bekannten Nullstellen des universellen Kugelformfaktors ein Kugelradius Rk der 
Partikel von 7(±1) nm bestimmt. Daraus ergab sich ein Partikeldurchmesser von 
14(±2) nm. Über STEM-Aufnahmen wurde ein mittlerer Durchmesser der Partikel 
von d = 13 nm mit einer Standardabweichung von ±1 nm (±8%) erhalten. Der 
hydrodynamische Durchmesser der AuNP-Citrat betrug Dh ~ 19 nm (Z-
Mittel/Peakposition) mit einem Polydispersionsindex (PDI) von 0.1.  
Während sich die mit STEM und SAXS bestimmten Partikeldurchmesser auf die 
Dimension der Goldkugel beziehen, umfasst der mit DLS erhaltene 
hydrodynamische Durchmesser der Partikel zusätzlich ihre Citrat- und Hydrathülle, 
was die Differenz zwischen Dh (DLS) und Dk (STEM/SAXS) von 5 nm bis 6 nm 
begründet. In Tabelle 3.1 sind die Ergebnisse zur Charakterisierung der AuNP-Citrat 
zusammengefasst. 
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Abbildung 3.1: Charakterisierung synthetisierter AuNP-Citrat. A) UV/Vis-Spektrum; 
B) durch DLS erhaltene Größenverteilung des hydrodynamischen 
Durchmessers Dh; C) Streukurve I(q) und Anpassung (Fit) der 
Streukurve; D) Paarabstandsverteilungsfunktion PDDF p(r); E) 
repräsentative STEM-Aufnahme; F) aus STEM ermittelte Verteilung 
des Partikeldurchmessers. 
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Tabelle 3.1: Charakterisierung der AuNP-Citrat durch UV/Vis, DLS, STEM und 
SAXS. Die angegebenen Fehler der Durchmesser ergeben sich aus der 
Standardabweicheung (d/nm, STEM) bzw. aus der Messgenauigkeit 
des Streuvektors (Dk/nm, SAXS). Der hydrodynamische Durchmesser 
(mit angegebenen PDI) leitet sich vom Z-Mittel des 
Diffusionskoeffizienten bzw. von der Peakposition der 
Größenverteilung ab. 
Methode Größe   
UV/Vis Wellenlänge am Absorbanzmaximum max 518 nm 
DLS Hydrodynamischer Durchmesser (PDI) Dh 19 nm (0.1) 
STEM Durchmesser d 13(±1) nm 
SAXS Kugeldurchmesser Dk 14(±2) nm 
 
Die mit den verschiedenen Methoden erhaltenen Größen stimmen gut überein und 
zeigen eine enge Größenverteilung der AuNP-Citrat. Aufgrund größenabhängiger 
Eigenschaften, wie der Lage der Plasmonenresonanz oder der 
Oberflächenkrümmung, ist die enge Größenverteilung eine wichtige Voraussetzung 
für die weitere Funktionalisierung der AuNP mit anderen Liganden. 
3.2 GlcNAc-PEG-funktionalisierte Goldnanopartikel 
Die Versuche zu GlcNAc-PEG-funktionalisierten AuNP stammen zu einem großen Teil aus 
der Bachelorarbeit von Ruben Rosencrantz, die unter meiner Anleitung durchgeführt 
wurde.[148] 
Um AuNP mit Glykokonjugaten zu funktionalisieren wurden zunächst 
Polyethylenglykol(PEG)-Liganden eingesetzt. Aus der Literatur ist bekannt, dass 
Glyko-PEG-modifizierte AuNP spezifisch von Lektinen erkannt werden, was zu 
einer Vernetzung der Nanopartikel führt.[27]  
Ausgehend von Amino-modifiziertem N-Acetyl-D-Glukosamin (GlcNAclinkerNH2)[28] 
(vgl. Abschnitt 2.4.2) sollte ein Glyko-PEG-Thiol-Ligand synthetisiert werden, der in 
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einer Ligandenaustauschreaktion mit AuNP-Citrat an die Nanopartikel binden sollte. 
Es sollte untersucht werden, ob eine spezifische Wechselwirkung der 
Glykonanopartikel mit Griffonia (Bandeiraea) Simplicifolia Lektin II (GS-II), welches 
vier Bindungstaschen für GlcNAc besitzt,[101] stattfindet. 
3.2.1 Synthese des GlcNAc-PEG-Disulfid-Liganden 
Für die Synthese eines GlcNAc-modifizierten PEG-Liganden wurde ein 
kommerzieller PEG-Disulfid-Ligand mit zwei N-Hydroxysuccinimidester (NHS)-
Modifikationen pro Molekül 4,7,10,13,16,19,22,25,32,35,38,41,44,47,50,53-
Hexadecaoxa-28,29-dithiahexapentacontanedioic acid di-N-succinimidyl ester (NHS-
PEG-Disulfid) verwendet. Der Aktivester ermöglichte eine Anbindung der 
Aminogruppe des modifizierten Zuckers (GlcNAclinkerNH2), während die Disulfid-
Funktion eine Anbindung des Liganden an die AuNP-Oberfläche zuließ.[149,150,151] Das 
Syntheseschema der Kupplungsreaktion des Amino-modifizierten Zuckers an NHS-
PEG-Disulfid ist in Abbildung 3.2 A dargestellt. 
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Abbildung 3.2: A) Syntheseschema zur Darstellung von GlcNAc-PEG-Disulfid. Die 
Aminogruppe des GlcNAclinkerNH2 greift am Carbonyl-C des 
Aktivesters unter Bildung einer Amidgruppe an. B) Hydrolyse des 
NHS-Esters von NHS-PEG-Disulfid zu COOH-PEG-Disulfid. 
 
Die Kupplung des Liganden mit GlcNAclinkerNH2 wurde in wässrigem Medium bei 
einem pH-Wert von 8 durchgeführt, um das freie Elektronenpaar an der 
aliphatischen Aminogruppe zu erhalten. Dabei greift die Aminogruppe des 
GlcNAclinkerNH2 nukleophil am Carbonyl-C des Aktivesters unter Bildung einer 
Amidgruppe an, während N-Hydroxysuccinimid als Abgangsgruppe abgespalten 
wird.[152] Der Amino-modifizierte Zucker wurde in einem Überschuss zum Aktivester 
hinzugegeben, um eine möglichst vollständige Umsetzung zu erreichen. Das 
Produkt (GlcNAc-PEG-Disulfid) wurde über Gelfiltration und Umkehrphasen-
Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (engl. reverse phase high performance liquid 
chromatography, RP-HPLC) aufgereinigt. Der über Massenspektrometrie detektierte 
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Peak bei m/z = 1521.66 wurde dem einfach negativ geladenen Produkt [M - H]1- 
(C60H113N8O28S4-) mit einer berechneten Masse von m/z = 1521.65 zugeordnet 
(Anhang, Abbildung 6.1). Als Nebenreaktion fand eine Hydrolyse des Aktivesters 
statt (Abbildung 3.2 B).[153] 
3.2.2 Synthese von GlcNAc-PEG-funktionalisierten Goldnanopartikel 
In einer Ligandenaustauschreaktion an AuNP-Citrat sollten die Citrat-Liganden 
durch GlcNAc-PEG-Disulfid ausgetauscht werden (Abbildung 3.3). 
 
 
Abbildung 3.3: Schematische Darstellung der Ligandenaustauschreaktion von AuNP-
Citrat mit GlcNAc-PEG-Disulfid (nicht maßstabsgetreu). 
 
Zur Bestimmung des Ligand-AuNP-Verhältnisses, welches zu stabilen Partikeln 
führt, wurde zunächst ein Vorversuch mit dem hydrolysierten PEG-Liganden 
(COOH-PEG-Disulfid) durchgeführt. Bei einem Ligand-AuNP-Verhältnis von 3∙103 
wurden stabile Partikel erhalten, die in Puffer dispergierbar waren. 
AuNP-Citrat wurden mit GlcNAc-PEG-Disulfid versetzt. Nach Entfernen 
überschüssiger Liganden durch Waschen der Partikel in Phosphat-Puffer besaßen die 
AuNP-PEG-GlcNAc eine Plasmonenbande mit einem Maximum bei max = 520 nm 
sowie eine schmale Größenverteilung des hydrodynamischen Durchmessers 
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(Dh = 23 nm, PDI ~ 0.2), was stabile, einzeln in Lösung vorliegende Partikel 
demonstrierte (Abbildung 3.4). 
 
 
Abbildung 3.4: UV/Vis-Spektren und Verteilungen der hydrodynamischen 
Durchmesser von AuNP-Citrat (max = 519 nm, Dh = 19 nm) und AuNP-
PEG-GlcNAc (max = 520 nm, Dh = 23 nm).[148] 
 
Die im Vergleich zur Plasmonenbande der AuNP-Citrat mit einem Maximum bei 
max = 519 nm leicht rotverschobene Plasmonenbande der GlcNAc-PEG-modifizierten 
AuNP (AuNP-PEG-GlcNAc) zu max = 520 nm ist mit der veränderten dielektrischen 
Umgebung der AuNP infolge der ausgetauschten Ligandenhülle zu begründen. [59] 
Die Zunahme des hydrodynamischen Durchmessers der Partikel nach dem 
Ligandenaustausch von Dh = 19 nm auf Dh = 23 nm entspricht einer Zunahme des 
hydrodynamischen Radius von 2 nm, welche auf die im Vergleich zu den Citrat-
Liganden sterisch anspruchsvolleren GlcNAc-PEG-Disulfid-Liganden 
zurückzuführen ist. Um die GlcNAc-Belegungsdichte auf den AuNP zu variieren 
wurde eine Mischung aus GlcNAc- und COOH-PEG-Disulfid-Liganden für den 
Ligandenaustausch eingesetzt (GlcNAc-PEG-Disulfid-Anteil: 10%, 90%, 100%). 
3.2.3 GS-II vermittelte Vernetzung von AuNP-PEG-GlcNAc 
Griffonia (Bandeiraea) Simplicifolia Lektin II (GS-II), welches vier Bindungsdomänen 
für GlcNAc besitzt,[101] sollte zu einer Vernetzung der GlcNAc-PEG-funktionalisierten 
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AuNP (AuNP-PEG-GlcNAc) führen.[126] Die GS-II-vermittelte Vernetzung sollte in 
Abhängigkeit der eingesetzten Lektinmenge sowie der GlcNAc-Belegungsdichte 
charakterisiert werden. Die Spezifität der AuNP-PEG-GlcNAc-GS-II-
Wechselwirkung sollte durch Kompetition mit freiem Zucker überprüft werden 
(Abbildung 3.5).[27] 
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Abbildung 3.5: Schematische Darstellung der GS-II-vermittelten Vernetzung von 
AuNP-PEG-GlcNAc. Die Dissoziation der Netzwerke soll durch 
Kompetition mit GlcNAc erfolgen. 
 
Eine Lösung von AuNP-PEG-GlcNAc in Phosphat-Puffer wurde mit GS-II versetzt 
und nach 20 h UV/Vis-spektroskopisch charakterisiert (Abbildung 3.6). Es war eine 
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Sedimentation von Nanopartikelaggregaten sowie mit steigender 
Lektinkonzentration eine Abnahme der Plasmonenbande zu beobachten, was auf die 
Bildung von AuNP-Netzwerken hindeutete. Bei einer niedrigen Belegungsdichte der 
GlcNAc-PEG-Disulfid-Liganden von 10% wurde keine signifikante Veränderung der 
Plasmonenbande beobachtet. Dies kann mit einer zu geringen GlcNAc-
Belegungsdichte auf den AuNP begründet werden, die für eine Vernetzung der 
AuNP-PEG-GlcNAc über GS-II nicht ausreichte.  
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Abbildung 3.6: GS-II-vermittelte Vernetzung von AuNP-PEG-GlcNAc. UV/Vis-
Spektren der AuNP-PEG-GlcNAc (GlcNAc-PEG-Belegungsdichte 90% 
(A) und 100% (B)) 20 h nach Zugabe von GS-II (GS-II/AuNP = 0; 50; 
100) (durchgezogene Linien) und nach weiterer Zugabe von GlcNAc 
(gestrichelte Linien). C) Auftragung der Absorbanz bei  = 521 nm 
gegen das Verhältnis von GS-II zu AuNP-PEG-GlcNAc vor und nach 
Zugabe von freiem GlcNAc. D) Größenverteilungen der hydrodyn. 
Durchmesser von AuNP-PEG-GlcNAc ohne und nach Zugabe von 
GS-II und anschließender Zugabe von GlcNAc; repräsentative STEM-
Aufnahmen von AuNP-PEG-GlcNAc (Belegungsdichte 100%) ohne (E) 
und mit Zugabe von GS-II (F) und anschließender Zugabe von 
GlcNAc.[148] 
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Takae et al. zeigten ein ähnliches Ergebnis anhand der Letkin (RCA120)-vermittelten 
Vernetzung Laktose-PEG-funktionalisierter AuNP. Dabei lag die kritische Grenze 
der Laktose-PEG-Liganden-Belegung bei 20%, unterhalb derer keine Lektin-
vermittelte Vernetzung stattfand. Dies wird auf die Möglichkeit einer fehlenden 
multivalenten Bindung, welche zum Aufbau der AuNP-Netzwerke nötig ist, 
zurückgeführt.[129] 
Nach Zugabe von GlcNAc wurde innerhalb kurzer Zeit (≤ 1 min) eine signifikante 
Zunahme der Plasmonenbande beobachtet, was die Auflösung der Netzwerke durch 
Kompetition des freien Zuckers mit den Glykonanopartikeln demonstrierte 
(Abbildung 3.6 A, B, C). Bei einer hohen GlcNAc-Liganden-Belegungsdichte von 
100% wurde teilweise nur eine leichte Zunahme der Absorbanz beobachtet, was auf 
eine partielle Auflösung der Netzwerke zurückgeführt wurde. Dies könnte auf eine 
stärkere Bindung der Glykonanopartikel an GS-II aufgrund der höheren Multivalenz 
zurückgeführt werden (Abbildung 3.6 B, C). Während bei einer Belegungsdichte 
von 100% nach der GlcNAc-Zugabe noch größere Aggregate vorhanden waren, 
wurde bei geringeren GlcNAc-Belegungsdichten nach Kompetition mit freiem 
GlcNAc hydrodynamische Durchmesser von ca. Dh > 30 nm gemessen. Die etwas zu 
größeren Durchmessern verschobenen und breiteren Größenverteilungen der 
dissoziierten Netzwerke im Vergleich zu Einzelpartikeln wiesen auf noch 
vorhandene Aggregate nach Kompetition mit GlcNAc hin (Abbildung 3.6 D). 
Auf den STEM-Aufnahmen sind AuNP-PEG-GlcNAc (100% Belegungsdichte) mit 
und ohne Zugabe von GS-II und anschießender Zugabe von GlcNAc zu sehen 
(Abbildung 3.6 E, F). Während die Partikel ohne Lektinzugabe größtenteils 
vereinzelt auf dem Probenträger lagen, waren in Anwesenheit von GS-II vorwiegend 
Partikelaggregate zu erkennen, was auf eine nicht stattgefundene Dissoziation durch 
GlcNAc hindeutet und mit den UV/Vis-Spektren übereinstimmt. 
Wie die Ergebnisse gezeigt haben, eignen sich GlcNAc-PEG-Disulfid-Liganden zur 
Funktionalisierung von AuNP und ermöglichen eine spezifische Erkennung der 
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Partikel durch GS-II. Beim eingesetzten Phosphatpuffer war eine Ca2+-Konzentration 
von c = 0.03 mM eingestellt, die unterhalb der empfohlenen Konzentration 
(c = 0.1 mM) für GS-II liegt.[154] Da GS-II für die Bindung von GlcNAc Ca2+-Ionen 
benötigt, ist nicht auszuschließen, dass die geringe Ca2+-Konzentration einen Einfluss 
auf die Geschwindigkeit und den Grad der GS-II-vermittelten Vernetzung hat. Wang 
et al. untersuchten die GS-II-vermittelte Vernetzung von GlcNAc-funktionalisierten 
AuNP in PBS (engl. phosphate buffered saline, Phosphat-gepufferte Salzlösung) mit 
einem 1 mM CaCl2-Gehalt und beobachteten eine drastische Verschiebung der 
Plasmonenbande, was die Bildung von großen Partikelnetzwerken anzeigt.[126] 
3.3 Glyko-DNA-funktionalisierte Goldnanopartikel 
Basierend auf den Ergebnissen zur GS-II-vermittelten Vernetzung GlcNAc-PEG-
funktionalisierter AuNP wurden im zweiten Teil der Arbeit DNA-Liganden für die 
Funktionalisierung der Partikeln mit Glykankonjugaten untersucht. Dabei sollten 
Glyko-modifizierte Oligonukleotide an DNA-funktionalisierte AuNP über Watson-
Crick-Basenpaarung angebunden werden. Neben N-Acetyl-D-Glukosamin sollten 
(Poly-)N-Acetyllaktosamin-Konjugate zur Adressierung von Galektinen bzw. 
Zellrezeptoren eingesetzt werden.  
Untersuchungen an 30 und 50 nm großen AuNP wurden teilweise im Rahmen der 
Bachelorarbeit von Hendrik Utzat unter meiner Anleitung durchgeführt.[155] 
3.3.1 Synthese Glyko-modifizierter Oligonukleotide 
Oligonukleotide sollten am 3'-Ende mit Amino-modifizierten Glykokonjugaten 
(GlcNAc-, LacNAc-, Di-LacNAc- und Tri-LacNAclinkerNH2) (Abbildung 3.7 A) 
funktionalisiert werden. Die Synthese Glyko-funktionalisierter Oligonukleotide 
(DNA-Glyko) erfolgte durch Anbindung der Amino-modifizierten Glykankonjugate 
am 3'-Ende Thiol-modifizierter einzelsträngiger DNA (DNA-SH) (Tabelle 3.2, 
Anhang, Abbildung 6.11) über das heterobifunktionelle Linkermolekül 
4-(N-Maleimidomethyl)cyclohexancarboxylsäure-N-hydroxysuccinimid-Ester 
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(SMCC).[152,156] Dabei greift die Aminogruppe des Glykokonjugats nukleophil am 
Carbonyl-C des N-Hydroxysuccinimidesters unter Bildung einer Amidbindung an. 
Die Thiolgruppe der modifizierten DNA bindet an die Maleimidgruppe des SMCC 
unter Bildung einer stabilen Thioetherbindung (Abbildung 3.7 B).[152] 
 
 
Abbildung 3.7: A) Strukturformeln der verwendeten Glyko-Amino-Konjugate: (1) 
GlcNAc-, (2) LacNAc-, (3) Di-LacNAc-, (4) Tri-LacNAclinkerNH2.[28,29] B) 
Reaktionschema zur Synthese Glyko-modifizierter Oligonukleotide: 
Amino-modifizierte Zuckerstrukturen wurden über SMCC an Thiol-
modifizierte Oligonukleotide gebunden. 
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Tabelle 3.2: Basensequenzen der Thiol-modifizierten Oligonukleotide zur Kupplung mit 
Amino-modifizierten Glykankonjugaten. 
Bezeichnung  Basensequenz/Modifikation 
A`-SH 5'-ATC CTG AAT GCG -3'-(CH2)3-SH 
B`-SH 5'-ATT CAG GAT-3'-(CH2)3-SH 
 
Die Glyko-funktionalisierte DNA wurde über Gelfiltration und anschließend über 
RP-HPLC aufgereinigt und durch Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometrie 
(ESI-MS) charakterisiert (Abbildung 3.8, Abbildung 3.9).  
 
 
Abbildung 3.8: RP-HPLC-Chromatogramme von Thiol- und Glyko-modifizierten 
Oligonukleotiden. A) A`-SH, B`-SH, A`-GlcNAc und B`-GlcNAc. B) A`-
SH, A`-GlcNAc, A`-LacNAc, A`-Di-LacNAc und A`-Tri-LacNAc; die 
Basislinien der Chromatogramme wurden normiert. Bei 
Retentionszeiten tR < 20 min wurden Artefaktpeaks detektiert. 
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Nach der Kupplungsreaktion war eine Verschiebung der Retentionszeiten der 
Oligonukleotide von 3 bis 4 min zu beobachten, was auf die erfolgreiche Anbindung 
des SMCC-Glyko-Konjugats an die Oligonukleotide hindeutete. Mit zunehmender 
Zuckerkettenlänge (GlcNAc → LacNAc → Di-LacNAc → Tri-LacNAc) wurde eine 
Verschiebung zu kürzeren Retentionszeiten beobachtet, was mit der steigenden 
Hydrophilie der Zuckerkette begründet werden kann (Abbildung 3.8). 
In den Massenspektren waren m/z-Signale der mehrfach negativ geladenen 
Molekülionen sowie von Na+-, K+- und NH4+-Addukten der Molekülionen 
vorhanden, wodurch die Produkte identifiziert wurden. Das Massenspektrum von 
GlcNAc-modifizierter DNA (A`-GlcNAc) sowie berechnete Isotopenverteilungen der 
Molekülionen sind exemplarisch in Abbildung 3.9 gezeigt. 
 
 
Abbildung 3.9: ESI-Massenspektrum von GlcNAc-modifizierter DNA A` (A`-GlcNAc) 
sowie berechnete Isotopenverteilungen der dreifach negativ geladenen 
Molekülionen [M - 3H]3- und [M - 4H + Na]3-. 
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Das Signal bei m/z = 1445.62 wurde dem dreifach negativ geladenen Molekülanion 
[M - 3H]3- (C143H187N50O81P12S23-) mit einer berechneten Masse von m/z = 1445.61 
zugeordnet. Massenspektren sowie Zuordnungen der m/z-Peaks der anderen 
synthetisierten Glyko-modifizierten Oligonukleotide sind im Anhang  in Abbildung 
6.3 und Tabelle 6.1 gezeigt. 
3.3.2 DNA-Funktionalisierung von Goldnanopartikel 
In Anlehnung an in der Literatur beschriebene Synthesestrategien zur DNA-
Funktionalisierung von AuNP[7,157] wurden AuNP-Citrat mit am 3'-Ende Thiol-
modifizierten Oligonukleotiden (DNA-SH) (Tabelle 3.3) in einem 
Ligandenaustausch funktionalisiert (Abbildung 3.10). Ein Ausschnitt der 
Strukturformel der DNA-SH ist im Anhang in Abbildung 6.11 dargestellt. Zwischen 
der Erkennungsbasensequenz und der Thiol-Propyl-Modifikation befand sich eine 
Sequenz von mindestens 10 Adenin-Basen (A10-Linker), um eine komplette 
Hybridisierung der Erkennungssequenz mit komplementären Basensequenzen zu 
ermöglichen.[80] Gemischte Funktionalisierungen wurden mit zwei verschiedenen 
Oligonukleotiden A-SH und C-SH bzw. A-SH und D-SH durchgeführt. Diese 
Basensequenzen waren jeweils nicht komplementär zueinander, um eine 
Quervernetzung der Partikel zu vermeiden. 
 
 
Abbildung 3.10: Schematische Darstellung der Ligandenaustauschrekation zur 
Synthese DNA-funktionalisierter AuNP. Die Oligonukleotide sind am 
3΄-Ende mit einer (CH2)3-SH-Modifikation ausgestattet. 
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Tabelle 3.3: Basensequenzen der Thiol-modifizierten DNA-Stränge zur DNA-
Funktionalisierung von AuNP-Citrat. Die Erkennungsbasensequenzen sind 
fett gedruckt. 
 Basensequenz/Modifikation 
A-SH 5'-CGC ATT CAG GAT AAA AAA AAA A-3'-(CH2)3-SH 
B-SH 5'-ATC CTG AAT GCG AAA AAA AAA A -3'-(CH2)3-SH 
C-SH 5'-TTA TTG TTA AAA AAA AAA A -3'-(CH2)3-SH 
 D-SH 5'-GGG GCA AAA CCT TTG AGG AAA CCC  
AAA AAA AAA A-3'-(CH2)3-SH 
 
Ein Überschuss der DNA-SH wurde zu einer Lösung AuNP-Citrat gegeben und die 
Phosphat- und Natriumchloridkonzentration allmählich eingestellt. Überschüssige, 
nicht angebundene DNA wurde durch mehrmaliges Zentrifugieren und 
Redispergieren der DNA-funktionalisierten AuNP (AuNP-DNA) in Phosphatpuffer 
entfernt. Die funktionalisierten Partikel wurden über UV/Vis-Spektroskopie, DLS, 
STEM und SAXS charakterisiert (Abbildung 3.11). Im Folgenden werden die 
Ergebnisse der mit DNA A-SH und B-SH funktionalisierten AuNP (AuNP-A bzw. 
AuNP-B) exemplarisch gezeigt. 
 
Ergebnisse und Diskussion 
 75 
 
Abbildung 3.11: Charakterisierung von AuNP-DNA (AuNP-A und -B). A) UV/Vis-
Spektren; B) Größenverteilung des hydrodynamischen Durchmessers; 
C) Streukurven I(q); D) Paarabstandsverteilungsfunktion PDDF p(r). E) 
repräsentative STEM-Aufnahme von AuNP-A; F) aus STEM ermittelte 
Verteilung des Partikeldurchmessers von AuNP-A. 
 
Nach dem Ligandenaustausch der AuNP-Citrat mit DNA war eine Rotverschiebung 
der Plasmonenresonanz von max = 518 nm auf 522 nm zu beobachten, welche mit der 
veränderten dielektrischen Umgebung der Nanopartikel durch die DNA-Liganden 
zu begründen ist (Abbildung 3.11).[58,59] 
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Mit DLS wurde ein im Vergleich zu den AuNP-Citrat (Dh = 19 nm, PDI ~ 0.1) 
erhöhter hydrodynamischer Durchmesser von Dh = 28 nm/~35 nm 
(Z-Mittel/Peakposition) gemessen. Der Anstieg des hydrodynamischen Radius der 
DNA-funktionalisierten AuNP von ca. 5 nm ist mit den im Vergleich zu den Citrat-
Molekülen größeren DNA-Liganden zu begründen und liegt im Vergleich zur 
Literatur im erwarteten Größenbereich.[81,158]  
Aus dem Fadenendenabstand von ssDNA, welcher aus der bekannten Persistenz- 
(P ~ 1 nm) und Konturlänge (L = 0.65 nm/Base) von ssDNA berechnet wurde (s. Anh. 
Gleichung 6.1), wurde eine Dicke der DNA-Ligandenhülle von ~ 5 nm 
abgeschätzt.[159,160] Nach Maye et al. sind in dieser Abschätzung Wechselwirkungen 
der DNA mit der Goldoberfläche sowie intermolekulare Wechselwirkungen der 
DNA-Stränge vernachlässigt.[159] Die abgeschätzte Dicke der DNA-Ligandenhülle 
steht in guter Übereinstimmung mit der Differenz der hydrodynamischen Radien 
von AuNP-Citrat und AuNP-DNA.  
Aus STEM-Aufnahmen von AuNP-Citrat und AuNP-DNA ist ein größerer 
Interpartikelabstand (Kern-zu-Kern-Abstand D) der AuNP-DNA (D = 18±1 nm) im 
Vergleich zu dem der AuNP-Citrat (D = 15±3 nm) auf dem Probenhalter zu erkennen. 
Dies kann mit der sterisch anspruchsvolleren DNA-Ligandenhülle sowie der zu 
erwarteten stärkeren elektrostatischen Abstoßung der Partikel aufgrund der 
polyanionischen DNA-Liganden begründet werden. Repräsentative STEM-
Aufnahmen sowie Verteilungen der Kern-zu-Kern-Abstände sind in Abbildung 3.12 
gezeigt.  
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Abbildung 3.12: STEM-Aufnahmen sowie daraus ermittelte Verteilungen der Kern-zu-
Kern-Abstände D von AuNP-Citrat (D = 15±2 nm) und AuNP-A 
(D = 18±1 nm) und Gauss-Anpassungen der Verteilungen (Linien). Die 
angegebenen Werte und Standardabweichungen ergeben sich aus den 
Gauss-Anpassungen. Die Interpartikelabstände wurden manuell über 
die Software ImageJ ermittelt. AuNP-Citrat und AuNP-A wurden aus 
Wasser bzw. aus Phosphat-Puffer eingetrocknet. 
 
Durch Subtraktion der Partikeldurchmesser (d = 13±1 nm (AuNP-Citrat), d = 14±1 nm 
(AuNP-DNA)) von den Kern-Abständen ergeben sich Oberflächenabstände von etwa 
2 nm (AuNP-Citrat) bzw. 4 nm (AuNP-DNA). Die im Vergleich zu den 
entsprechenden hydrodynamischen Durchmesser (Dh ≈ 10 nm) kleine Zunahme des 
Interpartikelabstands (D ≈ 2 nm) durch die DNA-Liganden der eingetrockneten 
Partikel ist u. a. mit Trocknungseffekten und dem fehlenden Beitrag der Hydrathülle 
zu begründen. Zudem wurden AuNP-Citrat und AuNP-A aus Wasser bzw. 
Phosphat-Puffer auf dem Probenhalter eintrocknen gelassen, was aufgrund der 
unterschiedlichen Ionenstärken zu einem Einfluss der Debye-Länge in Lösung und 
damit möglicherweise zu einem Einfluss des Interpartikelabstands der Partikel im 
eingetrockneten Zustand führen könnte.[161] 
Manche Chargen von AuNP-DNA wiesen eine im Vergleich zu den AuNP-Citrat 
erhöhte Polydispersität auf, die anhand der Diskrepanz des Dh ermittelt aus dem 
Z-Mittel bzw. aus der Peakposition, des erhöhten PDI (~ 0.3) sowie der breiteren 
Größenverteilung von Dh deutlich wurde (Abbildung 3.11 B). Die erhöhte 
Polydispersität sowie eine asymmetrische Paarabstandsverteilungsfunktion (PDDF) 
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(Abbildung 3.11 D) deuteten auf das Vorhandensein von kleinen Partikelaggregaten 
hin, die durch den Aufreinigungsprozess, welcher das mehrmalige Zentrifugieren 
der Partikel beinhaltet, entstanden sein können. Anhand der STEM-Aufnahmen 
wurden keine signifikanten Unterschiede des Durchmessers oder der Polydispersität 
der Partikel vor und nach dem Ligandenaustausch mit DNA-SH beobachtet 
(d(AuNP-Citrat) = 13 ±1 nm; d(AuNP-A) = 14±1 nm) (Abbildung 3.1 E, F; Abbildung 
3.11 E, F). 
 
Neben 13 nm großen AuNP-Citrat wurden auch kommerzielle AuNP mit 
Durchmessern von etwa 30 nm und 50 nm mit A-SH bzw. B-SH funktionalisiert. Die 
kommerziellen Partikel wurden entsprechend ihrer Größe als AuNP-30k bzw. 
AuNP-50k bezeichnet. Da die größeren AuNP während der DNA-Funktionalisierung 
zur Aggregation neigten, wurde zur Verbesserung der Partikelstabilität 
Natriumlaurylsulfat (engl. sodium dodecyl sulfate, SDS) zugesetzt.[75]  
UV/Vis-Spektren, STEM-Abbildungen, Partikelgrößenverteilungen (ermittelt aus 
DLS bzw. STEM) sowie Streukurven der kommerziellen AuNP vor und nach der 
DNA-Funktionalisierung sind im Anhang in Abbildung 6.4 gezeigt. Infolge der 
DNA-Funktionalisierung von AuNP-30k und AuNP-50k wurde, wie bei 13 nm 
großen AuNP, eine leichte Rotverschiebung der Plasmonenresonanz sowie eine 
Zunahme des hydrodynamischen Durchmessers beobachtet. Eine Zusammenfassung 
der Größen und Lagen der Absorbanzmaxima der AuNP (AuNP-13, AuNP-30k und 
AuNP-50k) vor und nach der DNA-Funktionalisierung ist in Tabelle 3.4 gegeben. 
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Tabelle 3.4: Durchmesser und Absorbanzmaxima der AuNP (AuNP-13, AuNP-30k[155] und 
AuNP-50k[155]) vor (Citrat) und nach der DNA-Funktionalisierung (DNA A). 
Die angegebenen Fehler der Durchmesser ergeben sich aus der 
Standardabweicheung (d/nm, STEM-Auswertung) bzw. aus der 
Messgenauigkeit des Streuvektors (Dk/nm, SAXS). Der hydrodynamische 
Durchmesser (mit angegebenen PDI) leitet sich vom Z-Mittel des 
Diffusionskoeffizienten bzw. von der Peakposition der Größenverteilung ab. 
AuNP- Ligand max/nm Dh/nm (PDI) Dh(Peakpos.)/nm d/nm Dk /nm 
13 Citrat 518 19 (0.1) 19 13±1 14±2 
 DNA 522 28 (0.3) 35 14±1 14±2 
30k Citrat 525 32 (0.2) 37 29±5 27.6±0.5 
 DNA 529 38 (0.2) 40 29±3 28.2±0.2 
50k Citrat 529 52 (0.1) 58 50±6 45.4±0.9 
 DNA 534 62 (0.1) 68 49±3 45.6±0.4 
 
3.3.3 Hybridisierung der AuNP-DNA mit Oligonukleotiden 
An DNA-funktionalisierte AuNP wurden komplementäre Oligonukleotide (DNA) 
angebunden, die an ihrem 3'-Ende wahlweise mit einem Glykokonjugat oder 
Fluorophor modifiziert waren. Bei letzteren handelte es sich um kommerzielle, am 3'-
Ende mit Carboxyfluorescein (FAM) oder Cy5 modifizierte Oligonukleotide. Die 
Anbindung von DNA an AuNP-DNA erfolgte über Zugabe eines Überschusses der 
DNA zu den Partikeln (Abbildung 3.13). Nach der Hybridisierung wurde 
überschüssige nicht angebundene DNA durch mehrmalige Zentrifugation und 
Redispersion der Partikel in frischem Puffer entfernt. 
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Abbildung 3.13: Schematische Darstellung der Anbindung Fluorophor- oder Glyko-
modifizierter DNA an AuNP-DNA. 
 
3.3.4 Bestimmung der DNA-Belegungsdichte auf Goldnanopartikeln 
Die Quantifizierung der DNA-Belegungsdichte auf AuNP erfolgte nach dem von Lee 
et al. beschriebenen Ligandenaustausch mit Dithiothreithol (DTT) an FAM-DNA-
funktionalisierten AuNP. Dabei werden die über Thiole angebundenen DNA-
Liganden durch einen starken Überschuss des Dithiols von der 
Nanopartikeloberfläche verdrängt.[79] Es sollte die Belegungsdichte von 
einzelsträngigen DNA-Liganden auf AuNP (AuNP-A) sowie die Belegungsdichte 
von komplementär angebundener DNA an AuNP-DNA (AuNP-A/A`) bestimmt 
werden.  
AuNP-Citrat wurden mit 5'-FAM-3'-Thiol-modifizierter DNA funktionalisiert 
(AuNP-A-FAM). Alternativ wurde an DNA-funktionalisierte AuNP (AuNP-A) 
komplementäre 3'-FAM-modifizierte DNA angebunden (AuNP-A/A`-FAM) (Tabelle 
3.5). 
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Tabelle 3.5: Basensequenzen der Thiol- und FAM-modifizierten Oligonukleotide zur 
Bestimmung der DNA-Belegungsdichte nach einem Ligandenaustausch mit 
DTT. (Zueinander komplementäre Sequenzen sind fett gedruckt.) 
Bezeichnung  Basensequenz/Modifikation 
FAM-A-SH FAM-5'-CGC ATT CAG GAT AAA AAA AAA A-3'-(CH2)3-SH 
A-SH/A`-FAM           5'-CGC ATT CAG GAT AAA AAA AAA A-3'-(CH2)3-SH 
 FAM-3'-GCG TAA GTC CTA-5' 
 
Durch Zugabe eines starken Überschusses an DTT wurde ein Ligandenaustausch 
induziert, der anhand einer Graufärbung der Partikellösung infolge der 
Partikelaggregation sichtbar wurde.[78,79] Durch Zentrifugation wurden die AuNP von 
den freigesetzten FAM-modifizierten DNA-Liganden getrennt. Die Konzentration 
der DNA-Liganden wurde fluoreszenzspektroskopisch bestimmt. Über Korrelation 
der Konzentrationen von DNA und AuNP wurde die Anzahl der DNA-Liganden 
pro AuNP bestimmt.  
AuNP (13 nm) 
Auf 13 nm großen AuNP wurde eine Belegung von 44±2 (SH-A-FAM) bzw. 50±7 
(SH-A/A`-FAM) DNA-Molekülen pro Partikel bestimmt. Daraus ergab sich eine 
spezifische DNA-Belegungsdichte von etwa 8.3∙1012±4∙1011 DNA/cm2 (SH-A-FAM) 
bzw. 9.6∙1012±1∙1012 DNA/cm2 (SH-A/A`-FAM). In Tabelle 3.6 sind die ermittelten 
Werte der DNA-Belegungsdichten denen aus der Literatur gegenübergestellt.  
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Tabelle 3.6: Ermittelte sowie in der Literatur angegebene DNA-Belegungsdichten auf 
AuNP abhängig von ihrem Durchmesser d und der NaCl-Konzentration, die 
während der Partikelfunktionalisierung eingestellt wurde. Die angegebenen 
Fehler beziehen sich auf die Standardabweichung von mehreren 
Bestimmungen. 
d(AuNP) / nm c(NaCl) / M DNA/AuNP DNA/cm2 Bemerkung / Ref. 
13 0.13 44±2 8.3∙1012±3.8∙1011 SH-A-FAM 
13 0.13 50±7 9.6∙1012±1.3∙1012 SH-A/A`-FAM 
15.7 0.1 159 2.0∙1013 Demers et al.[78] 
15 - 80 0.3  ~ 1.4∙1013±2∙1012 Lee et al.[79] 
15 0.1a) ~ 21a 3.0∙1012 a) Hurst et al[75] 
10 1.0 68±10 2.0∙1013±2∙1012  
15 1.0 110±10 1.7∙1013±2∙1012  
20 0.1 ~ 60±13 a) ~ 4.7∙1012±1∙1012 a) Hill et al.[77] 
20 0.2 ~ 83±20 a) ~ 6.6∙1012±2∙1012 a)  
20 1.0 180±20 1.4∙1013±1∙1012  
a) Aus einem Diagramm der Publikation optisch abgelesen. 
 
Die DNA-Belegungsdichte ist neben der Partikelgröße unter anderem von der jeweils 
während der Funktionalisierung eingestellten Salzkonzentration abhängig.[75] Die 
hier bei einer NaCl-Endkonzentration von 0.13 M erhaltenen DNA-Belegungsdichten 
liegen somit im Bereich der in der Literatur angegebenen Werte.[75,78,79] 
Der Fehler des gemessenen Partikeldurchmessers (~1 nm) hat einen relativ hohen 
Fehler (~25%) des Partikelvolumens und damit der bestimmten 
Partikelkonzentration zur Folge. Der Einfluss dieses Fehlers auf die ermittelte DNA-
Belegungsdichte ist in den angegebenen Werten nicht enthalten. 
 
Ergebnisse und Diskussion 
 83 
Gemischt DNA-funktionalisierte AuNP wurden durch Funktionalisierung der 
AuNP-Citrat mit zwei Sorten DNA-SH unterschiedlicher nichtkomplementärer 
Basensequenz (A-SH und C-SH) in unterschiedlichen Verhältnissen hergestellt. A-SH 
wurde zu einem Anteil von 100%, 90%, 80%, 60%, 40%, 20% bzw. 0% eingesetzt. 
Nach anschließender Anbindung von komplementärer DNA A`-FAM wurde die 
Belegungsdichte der angebundenen A`-FAM pro AuNP bestimmt. Diese entsprach 
der eingesetzten Menge an A-SH, sodass von einer vollständigen Anbindung der 
DNA-Stränge ausgegangen wurde. (Abbildung 3.14). 
 
 
Abbildung 3.14: Nach einem DTT-induzierten Ligandenaustausch bestimmte Anzahl 
an DNA-Liganden pro AuNP. Aufgetragen ist die ermittelte Anzahl 
der DNA-Liganden (A`-FAM) pro AuNP in Abhängigkeit der 
eingesetzten Menge der komplementären Thiol-DNA (A-SH) zur 
Funktionalisierung der AuNP. 
 
AuNP 30k und 50k 
Die Bestimmung der Anzahl an DNA-Liganden auf AuNP-30k und AuNP-50k über 
einen DTT-induzierten Ligandenaustausch FAM-modifizierter DNA-Liganden 
lieferte stark variierende Werte. 
Auf AuNP-30k wurden zwischen 64±1 und 268±5 DNA-Moleküle (FAM-A-SH) pro 
AuNP bestimmt, was spezifischen Belegungsdichten von 2.4∙1012±5∙1010 DNA/cm2 
und 1.1∙1013±2∙1011 DNA/cm2 entspricht. Zwei Versuchsreihen ergaben im Vergleich 
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zur Literatur[77] unerwartet hohe Belegungsdichten von >1000 DNA/AuNP (5∙1013 
DNA/cm2). In der Literatur ist für 30 nm große AuNP eine Belegungsdichte von 
260±10 DNA/AuNP (9.3∙1012±8∙1011 DNA/cm2) bei einer NaCl-Konzentration von 1 M 
angegeben.[77] Aufgrund der im Vergleich dazu bei der DNA-Funktionalisierung 
niedrigeren eingestellten NaCl-Konzentration von 0.069 M wurde eine entsprechend 
niedrigere spezifische Belegungsdichte erwartet.[75]  
Für die über DNA-Hybridisierung angebundene DNA (A`-FAM) wurden 
Belegungsdichten zwischen 88±15 DNA/AuNP (3.4∙1012±6∙1011 DNA/cm2) und 116±2 
DNA/AuNP (4.4∙1012±8∙1010 DNA/cm2) erhalten. Die deutlich niedrigere Anzahl an 
komplementärer angebundener DNA pro Partikel im Vergleich zur Anzahl kovalent 
angebundener Thiol-DNA-Liganden könnte mit einer nicht vollständigen 
Hybridisierung der DNA-Liganden begründet werden. Dies erscheint jedoch 
unwahrscheinlich, da ein hoher Überschuss an komplementärer DNA A`-FAM von 
1500 A`-FAM/AuNP-A eingesetzt wurde. 
Auf 50 nm großen AuNP-50k wurden Belegungsdichten der direkt angebundenen 
DNA FAM-A-SH zwischen 71±4 DNA/AuNP (9.1∙1011±5∙1010DNA/cm2) und 699±21 
(9.7∙1012±3∙1011DNA/cm2) bestimmt. Für über DNA angebundene komplementäre 
DNA A`-FAM wurde eine Belegung von 230±12 DNA/AuNP 
(2.9∙1012±1∙1011DNA/cm2) erhalten. In der Literatur sind für 50 nm große AuNP bei 
einer NaCl-Konzentration von 1 M 640±80 DNA-Liganden pro AuNP (8.1∙1012±3∙1011 
DNA/cm2) angegeben. Die auf 30 und 50 nm großen AuNP bestimmten DNA-
Belegungsdichten sind in Tabelle 3.7 den Literaturwerten gegenübergestellt. 
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Tabelle 3.7: Ermittelte sowie aus der Literatur bekannte DNA-Belegungsdichten auf 
AuNP abhängig von ihrem Durchmesser d (30 nm bzw. 50 nm) und der NaCl-
Konzentration, die zur Partikelfunktionalisierung eingestellt wurde. Die 
angegebenen Fehler beziehen sich auf die Standardabweichung von mehreren 
Bestimmungen. 
d(AuNP) / nm c(NaCl) / M DNA/AuNP DNA/cm2 Bemerkung / Ref. 
29 (AuNP-30k) 0.069 64±1 2.4∙1012±5∙1010  SH-A-FAM 
  268±5 1.1∙1013±2∙1011  
  (>1000  5∙1013)  
29 (AuNP-30k) 0.069 88±15 3.4∙1012±6∙1011 SH-A/A`-FAM 
  116±2 4.4∙1012±8∙1010  
30 1 260±10 9.3∙1012±8∙1011 Hill et al.[77] 
30 1 206 7.3∙1012 Hurst et al.[75] 
48-50 (AuNP-50k) 0.069 71±4 9.1∙1011±5∙1010 SH-A-FAM 
  699±21 9.7∙1012±3∙1011  
48-50 (AuNP-50k) 0.069 230±12 2.9∙1012±1∙1011 SH-A/A`-FAM 
50 1 640±80 8.1∙1012±3∙1011 Hill et al.[77] 
50 1 310 3.9∙1012 Hurst et al.[75] 
15 - 80 0.3  ~ 1.4∙1013±2∙1012 Lee et al.[79] 
 
3.3.5 Synthese Glyko-DNA-funktionalisierter Goldnanopartikel 
DNA-funktionalisierte AuNP (AuNP-A) wurden mit komplementärer Glyko-
modifizierter DNA (A`-GlcNAc, -(Poly-)LacNAc) bzw. unmodifizierter DNA A` 
hybridisiert. UV/Vis-Spektren sowie Größenverteilungen der hydrodynamischen 
Durchmesser der Glyko-DNA-funktionalisierten AuNP (AuNP-DNA-Glyko) sind in 
Abbildung 3.15 dargestellt. 
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Abbildung 3.15: A) UV/Vis-Spektren und B) Größenverteilung der hydrodynamischen 
Durchmesser von AuNP-A, AuNP-A/A`, AuNP-A/A`-
GlcNAc, -LacNAc, -Di-LacNAc, und -Tri-LacNAc. 
 
Die Anbindung der komplementären DNA hatte keine Veränderung der 
Plasmonenbande (max = 522 nm) oder des hydrodynamischen Durchmessers 
(Dh ~ 27 – 29 nm (PDI ~ 0.2)) zur Folge. Der Erhalt der schmalen Größenverteilung 
der hydrodynamischen Durchmesser zeigte, dass Einzelpartikel in der Lösung 
vorhanden waren, was auf eine gute Stabilität der AuNP-DNA-Glyko hinwies. 
3.4 Lektin-vermittelte Vernetzung von AuNP-DNA-Glyko 
Zur Untersuchung der spezifischen Wechselwirkungen von AuNP-DNA-Glyko mit 
Lektinen wurde die Vernetzung der Nanopartikel über die Proteine untersucht und 
charakterisiert. Eine spezifische Vernetzung GlcNAc-DNA-funktionalisierter AuNP 
wurde über GS-II erwartet (vgl. Abschnitt 3.2.3), während LacNAc-DNA-
funktionalisierte AuNP spezifisch von Galektinen erkannt und vernetzt werden 
sollten. Zu diesem Zweck wurden Mutanten der Galektine 1 und 8 (His6Gal-1C2S 
(Gal-1) und His6Gal-8 (Gal-8)) eingesetzt.  
Die Vernetzung der AuNP sollte auf zwei Wegen initiiert werden, durch 
gleichzeitige Zugabe des Lektins und Glyko-modifizierter DNA zu komplementär 
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funktionalisierten AuNP-DNA (Abbildung 3.16 A) oder durch Zugabe des Lektins 
zu Glyko-DNA-funktionalisierten Partikeln (Abbildung 3.16 B). 
 
 
Abbildung 3.16: Schematische Darstellung der Lektin-vermittelten Vernetzung von 
AuNP-DNA-Glyko. Die Vernetzung sollte über Zugabe von 
komplementärer DNA-Glyko und Lektin zu AuNP-DNA (A) oder 
über Zugabe des Lektins zu AuNP-DNA-Glyko (B) initiiert werden. 
Die Partikelnetzwerke sollten über Schmelzen der DNA (T > Tm) (A) 
oder über Kompetition mit freiem Zucker dissoziierbar sein (B). Die 
Vernetzung sollte in Gegenwart von freiem Zucker unterdrückt 
werden (Inhibierung) (B) (nicht maßstabsgetreu). 
 
Die Lektin-vermittelten Partikelnetzwerke sollten über zwei spezifisch dissoziierbare 
Bindungen, die Lektin-Zucker-Bindung und die Watson-Crick-Basenpaarung, 
verfügen. Hinsichtlich der Spaltung dieser Bindungen durch Kompetition mit freiem 
Zucker bzw. durch Temperaturerhöhung oberhalb der Schmelztemperatur der DNA 
sollte die Reversibilität der Vernetzung charakterisiert werden. Die AuNP-DNA-
Glyko sollten in Hinblick auf ihre selektiven Wechselwirkungen mit den 
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verschiedenen Lektinen untersucht werden. Eine strukturelle Charakterisierung der 
Netzwerke hinsichtlich ihrer Interpartikelabstände sollte durch SAXS erfolgen. 
3.4.1 Wechselwirkungen zwischen AuNP-DNA-GlcNAc und GS-II 
GS-II wurde zu einer Lösung von AuNP-DNA-GlcNAc gegeben. Nach einer 
entsprechenden Inkubationszeit von 8 h (DLS) bzw. 2 d (UV/Vis/STEM) wurden die 
Partikel über DLS, UV/Vis-Spektroskopie und STEM sowie fotografisch 
charakterisiert (Abbildung 3.17). 
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Abbildung 3.17: GS-II-vermittelte Vernetzung von Au NP-A/A`-GlcNAc, Dissoziation 
der Partikelnetzwerke durch Kompetition mit freiem GlcNAc im 
Vergleich zur Zugabe von D-Laktose. A) Größenverteilung der 
hydrodynamischen Durchmesser; B) UV/Vis-Spektren; C) Fotografien 
der Lösungen; D) Repräsentative STEM-Aufnahmen. 
 
Nach 2 d Vernetzungszeit waren sichtbare sedimentierte Partikelnetzwerke sowie 
eine Verbreiterung und Rotverschiebung der Plasmonenbande von max = 523 nm auf 
max = 525 nm zu beobachten. Innerhalb von 8 h wurde eine Zunahme des 
hydrodynamischen Durchmessers beobachtet, was auf die Vernetzung der Partikel 
hinwies (Abbildung 3.17 A, B). Die Größenverteilung des hydrodynamischen 
Durchmessers zeigte neben der Bildung von größeren Partikelaggregaten auch das 
Vorhandensein von Einzelpartikeln an (Abbildung 3.17 B). Da es sich um eine 
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intensitätsgewichtete Darstellung der Größenverteilung von Dh handelt, war der 
tatsächliche Anteil der Einzelpartikel aufgrund der geringeren Streuintensität der 
Einzelpartikel im Vergleich zu der von Aggregaten höher als im Diagramm ablesbar. 
Durch Zugabe eines Überschusses an freiem GlcNAc wurde eine Abnahme des Dh 
hin zu Werten von Einzelpartikeln beobachtet, was die Dissoziation der Netzwerke 
infolge der Kompetition der GlcNAc-DNA-Liganden mit dem freien Zucker zeigte. 
Die Dissoziation der Netzwerke war auch anhand der Blauverschiebung der 
Plasmonenresonanz sowie an der sichtbaren Auflösung der sedimentierten 
Netzwerke festzustellen. Im Vergleich dazu führte die äquivalente Zugabe von D-
Laktose (Lac), welches nicht an GS-II bindet, zu keiner Änderung der 
hydrodynamischen Größe oder der Plasmonenbande. Eine Kompetition der AuNP-
DNA-GlcNAc mit Lac wurde somit nicht beobachtet, was die Spezifität der 
Wechselwirkungen demonstrierte.  
Repräsentative STEM-Aufnahmen vor sowie nach Zugabe von GlcNAc bzw. Lac 
spiegeln die selektive Auflösung der Netzwerke durch GlcNAc wider (Abbildung 
3.17 D). Jedoch kann aus den elektronenmikroskopischen Aufnahmen nur eine 
relative Aussage getroffen werden, da auch STEM-Aufnahmen von Einzelpartikeln 
mitunter Aggregate aufwiesen. 
Um zu demonstrieren, dass die AuNP-DNA-GlcNAc nach der Vernetzung und 
Dissoziation der Netzwerke völlig intakt waren, wurden die Partikel nach Auflösen 
der Aggregate durch GlcNAc durch Zentrifugation von freiem Zucker und GS-II, 
abgetrennt.[27] Nach anschließendem Redispergieren in frischem Puffer wurde durch 
erneute Zugabe von GS-II infolge der Zunahme des hydrodynamischen 
Durchmessers eine Netzwerkbildung beobachtet. Anschließende Zugabe von 
GlcNAc führte zur erneuten Dissoziation der Netzwerke (Abbildung 3.18). Folglich 
blieben die AuNP-DNA-GlcNAc nach der Dissoziation der Netzwerke durch 
Kompetition mit freiem GlcNAc intakt. 
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Abbildung 3.18: Reversibilität der GS-II-vermittelten Vernetzung von AuNP-A/A`-
GlcNAc. Verteilung der hydrodyn. Durchmesser nach Zugabe von GS-
II (schwarze durchgezogene Linie), nach Auflösung der Netzwerke 
durch GlcNAc (schwarze, gepunktete Linie), nach Zugabe von GS-II 
nach vorherigem Zentrifugieren der Partikel (graue durchgezogene 
Linie) sowie nach erneuter Auflösung durch GlcNAc (graue 
gepunktete Linie). 
 
3.4.2 Selektivität der Lektin-AuNP-DNA-Glyko-Wechselwirkung 
Zur Untersuchung der Selektivität wurden die Wechselwirkung von AuNP-A/A`-
GlcNAc und –LacNAc mit GS-II, Gal-1 und Gal-8 untersucht. Aufgrund der Affinität 
von GS-II zu GlcNAc[101] bzw. der Galektine zu terminalen -Galaktosiden bzw. 
LacNAc[23,24] wurde eine selektive Vernetzung der GlcNAc-funktionalisierten AuNP 
durch GS-II[103] (vgl. Abschn. 3.4.1) bzw. der LacNAc-funktionalisierten Partikel 
durch Gal-1 und Gal-8 erwartet. 
Es wurde ein Überschuss des jeweiligen Lektins (GS-II (5 µM), Gal-1 (5 µM) und 
Gal-8 (0.58 µM)) zu den Nanopartikeln gegeben. Alternativ wurde in weiteren 
Ansätzen vor der Lektinzugabe ein Überschuss an freiem Zucker (GlcNAc bzw. Lac) 
zugegeben. Die Lösungen wurden 2 d bei 4°C inkubiert und UV/Vis-spektroskopisch 
untersucht. Die Verschiebungen der Wellenlängen am Absorbanzmaximum (max) 
sowie fotografische Aufnahmen der Proben sind in Abbildung 3.19 gezeigt.  
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Abbildung 3.19. GlcNAc- und LacNAc-DNA funktionalisierte AuNP in 
Wechselwirkung mit A) GS-II, B) Gal-1 und C) Gal-8. Die Lektine 
wurden zu Lösungen der Au NP-DNA-Glyko zugegeben und nach 2 d 
UV/Vis-spektroskopisch charakterisiert. Es sind die Verschiebungen 
der Wellenlängen am Absorbanzmaximum (max) angegeben sowie 
entsprechende Fotografien der Probelösungen gezeigt. 
 
Bei den GlcNAc-DNA-funktionalisierten Partikeln war nach Zugabe von GS-II eine 
Rotverschiebung der Plasmonenresonanz von max ~ 2 ±1 nm sowie die 
Sedimentation von Partikelaggregaten zu beobachten, was die GS-II-vermittelte 
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Vernetzung der Partikel anzeigte. Durch freies GlcNAc wurde die 
Partikelvernetzung inhibiert. Bei AuNP-DNA-LacNAc wurde keine Veränderung 
der Plasmonenresonanz in Gegenwart von GS-II beobachtet. Demzufolge wurden 
unspezifische Wechselwirkungen zwischen AuNP-A/A`-LacNAc und GS-II 
ausgeschlossen. 
Die LacNAc-DNA-funktionalisierten AuNP vernetzten in Gegenwart der Galektine 1 
und 8, was an einer starken Rotverschiebung von 522 nm auf 546 ±10 nm[i] (Gal-1) 
bzw. auf 559±1 nmi (Gal-8) sowie Sedimentation von Partikelaggregaten zu 
beobachten war. Die Galektin-vermittelte Vernetzung wurde in Gegenwart von Lac 
vollständig inhibiert. Bei den GlcNAc-DNA-funktionalisierten AuNP war infolge der 
Zugabe der Galektine eine leichte Rotverschiebung der Plasmonenresonanz von etwa 
max = 1 - 2 nm zu beobachten, die auf unspezifische Wechselwirkungen zwischen 
den Partikeln und den Galektinen hindeutete. 
Die Ergebnisse demonstrieren selektive Wechselwirkungen zwischen GlcNAc-
funktionalisierten AuNP und GS-II, sowie zwischen LacNAc-funktionalisierten 
Partikeln und den Galektinen. Folglich blieb die selektive Erkennung der Zucker 
durch die Lektine nach der Anbindung der Zucker an DNA-Liganden auf AuNP 
erhalten. 
3.4.3 Einfluss der DNA-Belegungsdichte 
Mit A-SH und C-SH in verschiedenen Verhältnissen gemischt funktionalisierte 
AuNP wurden mit komplementärer A`-GlcNAc bzw. A`-LacNAc sowie GS-II bzw. 
Gal-1 oder Gal-8 versetzt, was infolge der DNA-Hybridisierung und Lektin-Zucker-
Bindung zu einer Partikelvernetzung führen sollte (Abbildung 3.16 B). Die 
Vernetzung der AuNP wurde zeitabhängig über DLS und UV/Vis verfolgt 
(Abbildung 3.20). 
                                               
i Aufgrund der starken Sedimentation der Partikelnetzwerke war die Plasmonenbande sehr schwach 
mit einem breitem Absorbanzmaximum. 
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Abbildung 3.20: Vernetzung von AuNP-Ax durch Zugabe von A`-GlcNAc bzw. A`-
LacNAc und GS-II bzw. Gal-1 oder Gal-8. A,B) AuNP-DNA/1300 A`-
GlcNAc/400 GS-II; B,C) AuNP-DNA/130 A`-LacNAc, 800 Gal-1; E,F) 
AuNP-DNA/130 A`-LacNAc, 800 Gal-8. A,C,E) Die Belegungsdichte 
von A-SH (x) auf AuNP wurde variiert. B,D,F) Belegungsdichte A-SH 
auf AuNP = 100%. 
 
Im Vergleich zur GS-II-vermittelten Vernetzung von AuNP-DNA-GlcNAc wurde 
eine erhöhte Geschwindigkeit der Galektin-induzierten Vernetzung von AuNP-
DNA-LacNAc beobachtet. Dabei stellt die Zunahme des hydrodynamsichen 
Durchmessers mit der Zeit ein Maß für die Vernetzungsgeschwindigkeit dar. 
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Aufgrund der halben Anzahl von Kohlenhydratbindungsdomänen der Galektine im 
Vergleich zu GS-II wurden diese in der doppelten Konzentration eingesetzt. Da die 
Galektin-vermittelte Vernetzung so stark ausfiel, wurde nur ein Zehntel der Glyko-
DNA zur Vernetzung eingesetzt. Während die GS-II-Netzwerke (x = 100%) innerhalb 
von 3 h Größen zwischen 80 nm und 90 nm aufwiesen, hatten die Gal-Netzwerke 
bereits nach einer Zeit von 1 h hydrodynamische Durchmesser von Dh > 1000 nm. 
Diese Netzwerke wiesen jedoch hohe PDI-Werte auf, sodass die gemessenen Dh-
Werte nicht die vollständige Größenverteilung wiedergeben. 
Während die Rotverschiebung, Verbreiterung und Abnahme der Plasmonenbande 
der GS-II-Netzwerke (x = 100%) während der Vernetzungszeit von bis zu 2 d recht 
schwach ausfiel, wurde bei der Gal-vermittelten Vernetzung eine vergleichsweise 
starke Rotverschiebung und Abnahme der Plasmonenbande innerhalb von 10 h 
beobachtet (Abbildung 3.20 B, D, F). Der Grad der Verschiebung der 
Plasmonenresonanz, welcher ein Maß für die Aggregatgröße von AuNP ist,[62,63,84,140] 
steht somit im guten Einklang mit den beobachteten hydrodynamischen Größen.  
Die vergleichweise langsame und schwache Vernetzung mit GS-II könnte mit der 
geringen Ca2+-Konzentration, die in dem Puffer vorhanden war, begründet werden 
(vgl. Abschnitt 3.2.3). Die Bindungskonstanten von GS-II zu GlcNAc und der 
Galektine zu LacNAc liegen in der gleichen Größenordnung von Ka ≈ 103 bis 
105 M-1.[101,162,163] 
Während die Zugabe von A`-GlcNAc und GS-II zu nicht komplementären AuNP-C 
(x = 0%) zu keiner Zunahme von Dh innerhalb 3 h führte, wurde bei Zugabe von A`-
LacNAc und Gal-1 bzw. Gal-8 eine Zunahme von Dh innerhalb 1 h von ca. 5 nm (Gal-
8) bzw. ca. 100 nm (Gal-1) beobachtet. Dies ist auf unspezifische Wechselwirkungen 
der AuNP-DNA und der Galektine zurückzuführen. 
Mit steigender Belegungsdichte der DNA A auf den AuNP wurde eine erhöhte 
Vernetzungsgeschwindigkeit beobachtet (Abbildung 3.20 A, C, E). Dies macht 
deutlich, dass die Vernetzung der Partikel selektiv infolge der Basenpaarung der 
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komplementären Basensequenzen sowie der Zucker-Lektin-Bindung erfolgte. Eine 
Beschreibung der Zeit- und Konzentrationsabhängigkeit der Lektin-vermittelten 
Vernetzung durch ein Kinetikmodell war nicht möglich, da aus der Messung der 
hydrodynamischen Durchmesser und der Plasmonenbande keine direkten 
Observablen von Edukten oder Produkten zugänglich waren. 
3.4.4 Galektin-vermittelte Vernetzung von AuNP-DNA-(Poly-)LacNAc 
Die Wechselwirkung LacNAc-DNA-funktionalisierter AuNP mit den Galektinen 
Gal-1 und Gal-8 sollte in Hinblick auf die multivalente Wechselwirkung der Partikel 
mit den Lektinen charakterisiert werden. Dabei sollte der Einfluss der LacNAc-
Kettenlänge (LacNAc, Di-LacNAc und Tri-LacNAc), der LacNAc-DNA-
Belegungsdichte (0%, 20%, 60% und 100%) sowie der Partikelgröße (13 nm, ~ 30 nm 
und ~ 50 nm) untersucht werden (Abbildung 3.21). 
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Abbildung 3.21: Schematische Darstellung der Parameter (LacNAc-Belegungsdichte, 
LacNAc-Kettenlänge und Partikelgröße), die hinsichtlich der Affinität 
der Partikel mit Gal-1 und Gal-8 untersucht wurden (nicht 
maßstabsgetreu). 
 
Es wurde erwartet, dass eine höhere Belegungsdichte der Glyko-DNA-Liganden auf 
den Nanopartikeln sowie ein größerer Partikeldurchmesser zu einer verstärkten 
Bindung zwischen Partikeln und Lektinen führen kann.[129,132] Galektine haben im 
Allgemeinen eine besondere Affinität für Poly-LacNAc-Ketten.[24] Zhou et al. und 
Leppänen et al. wiesen eine höhere Affinität von Gal-1 für längere LacNAc-Ketten 
nach,[164,165] wohingegen in anderen Studien keine besondere Affinität der Galektine 1 
und 8 für sich wiederholende LacNAc-Strukturen nachgewiesen wurde.[162] Durch 
Zugabe von Lac zu Galektin-Partikel-Netzwerken sollte überprüft werden, ob sich 
die Netzwerke durch Kompetition der Partikel mit dem löslichen Zucker dissoziieren 
ließen. 
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DNA-funktionalisierte AuNP (AuNP-A) bzw. gemischt funktionalisierte AuNP 
(AuNP-AxCy) wurden mit (Poly-)LacNAc-modifizierten Oligonukleotiden (A`-
LacNAc, Di-LacNAc, Tri-LacNAc) hybridisiert. Nach der Aufreinigung wurden sie 
mit Galektinen versetzt (Abbildung 3.16 B). Einerseits wurde die Galektin-
Konzentration variiert und auf der anderen Seite wurde die Wechselwirkung der 
Nanopartikel mit den Galektinen in Gegenwart von Lac, welches kompetitiv an die 
Galektine bindet (vgl. Abschnitt 3.4.2),[162] charakterisiert. Zur Untersuchung, ab 
welcher Inhibitorkonzentration die Netzwerkbildung der Partikel unterdrückt 
wurde, wurde die Lac-Konzentration variiert. Dabei sollte die minimale Lac-
Konzentration, ab welcher eine Inhibierung der Vernetzung erreicht wurde, als Maß 
für die Bindungsstärke dienen. Die Partikel(netzwerke) wurden UV/Vis-
spektroskopisch sowie über STEM und DLS charakterisiert. 
Wechselwirkung von AuNP-DNA(-Poly)-LacNAc mit Gal-1 
Die Ergebnisse zur Wechselwirkung von 13 nm großen AuNP-DNA-LacNAc mit 
Gal-1 sind in Abbildung 3.22 und Abbildung 3.23 gezeigt. 
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Abbildung 3.22: Wechselwirkung von AuNP(13 nm)-DNA-(Poly-)LacNAc  mit Gal-1 
(c(AuNP = 0.85 nM)). Wellenlänge am Absorbanzmaximum (max) in 
Abhängigkeit von der Gal-1-Konzentration (A) und von der Lac-
Konzentration (c(Gal-1) = 1.46 µM) (B). 
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Abbildung 3.23: UV/Vis-Spektren (A,B), Größenverteilungen der hydrodynamischen 
Durchmesser (C,D) und repärsentative STEM-Aufnahmen (E) von 
AuNP(13 nm)-DNA-(Poly-)LacNAc (c = 0.85 nM) vor und nach Zugabe 
von Lac (c = 22 mM) und Gal-1 (c = 1.46 µM). Variation der LacNAc-
Belegungsdichte (A,C) bzw. der LacNAc-Kettenlänge (100% 
Belegungsdichte) (B,D). 
 
Infolge der Zugabe von Gal-1 zu AuNP-DNA-(Poly-)LacNAc wurde eine 
Rotverschiebung und Abnahme der Plasmonenbande beobachtet, was die 
Netzwerkbildung der Partikel und die Sedimentation von Partikelnetzwerken 
demonstrierte. Dabei nahm der Grad der Rotverschiebung mit steigender Gal-1-
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Konzentration zu. Während die Kontrollprobe (AuNP-ssDNA (AuNP-C)) bei 
c(Gal-1) = 1.46 µM noch eine deutlich geringere Rotverschiebung zeigte, war bei 
höherer Gal-1-Konzentration (c(Gal-1) = 14.6 µM) eine ebenso starke 
Rotverschiebung wie bei LacNAc-funktionalisierten Partikeln zu beobachten 
(Abbildung 3.22 A). Demzufolge traten bei höheren Gal-Konzentrationen auch 
unspezifische Wechselwirkungen zwischen Gal-1 und AuNP-DNA auf, die eine 
Aggregation der Partikel verursachten. 
Bei einem Verhältnis von Gal-1 zu AuNP von ≈ 1.7∙103 (c(Gal-1) = 1.46 µM) wurde die 
Inhibierung der Vernetzung in Gegenwart von Lac untersucht. Dabei zeigte sich ab 
einer Lac-Konzentration von 1.1 mM (Lac/AuNP ≈ 1.3∙106) eine signifikante 
Abnahme der Rotverschiebung der Plasmonenresonanz, die die Inhibierung der 
Vernetzung demonstrierte. Mit höheren Lac-Konzentrationen wurde eine weitere 
leichte Blauverschiebung der Absorbanzmaxima bis hin zu Werten von max = 523 bis 
525 nm beobachtet, welche nahezu dem Niveau von Einzelpartikeln entsprachen. Bei 
einer LacNAc-DNA-Belegungsdichte von 20% war die Rotverschiebung von max 
verhältnismäßig schwach ausgeprägt, was mit der verringerten multivalenten 
Präsentation der Partikel begründet werden kann. Ein signifikanter Unterschied der 
minimalen Lac-Konzentration in Abhängigkeit von der LacNAc-Belegungsdichte 
oder der Kettenlänge, ab der die Vernetzung unterdrückt wurde, wurde nicht 
beobachtet (Abbildung 3.22 B).  
Die UV/Vis-Spektren der Partikel nach Gal-1-Zugabe in Gegenwart von Lac (22 mM) 
entsprachen denen von Einzelpartikeln (Abbildung 3.23 A, B). Die entsprechenden 
Größenverteilungen der hydrodynamischen Durchmesser wiesen jedoch auf die 
Anwesenheit weniger Partikelaggregate hin (Abbildung 3.23 C, D). Die 
hydrodynamischen Durchmesser entsprachen der erwarteten Größenordnung von 
Einzelpartikeln und demonstrierten die erfolgreiche Inhibierung durch Lac, wobei 
die Partikelaggregate auf unspezifische Wechselwirkungen zwischen Gal-1 und 
AuNP-DNA-LacNAc zurückzuführen sind. 
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In den STEM-Aufnahmen waren nach Galektin-Zugabe große Partikelaggregate zu 
erkennen, in denen mehrere Partikellagen übereinander lagen, während in 
Gegenwart von Lac bzw. ohne Gal-1-Zugabe die Partikel größtenteils vereinzelt auf 
dem Probenträger lagen (Abbildung 3.23 E). 
Wechselwirkung von AuNP-DNA(-Poly)-LacNAc mit Gal-8 
Diagramme zur Charakterisierung der Gal-8-vermittelten Vernetzung von 13 nm 
großen AuNP-DNA-(Poly-)LacNAc sind in Abbildung 3.24 und Abbildung 3.25 
gezeigt. Da die Wechselwirkungen der Partikel mit Gal-8 in verschiedenen 
Versuchsreihen teilweise stark variierten, sind exemplarisch die Ergebnisse von zwei 
Versuchsreihen gezeigt. 
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Abbildung 3.24: Wechselwirkung von AuNP(13 nm)-DNA-(Poly-)LacNAc mit Gal-8 
(c(AuNP = 0.85 nM)). Wellenlänge am Absorbanzmaximum (max) in 
Abhängigkeit von der Gal-8-Konzentration (A,B) und von der Lac-
Konzentration (c(Gal-8) = 1.46 µM) (C, D). 
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Abbildung 3.25: UV/Vis-Spektren (A,B), Größenverteilungen der hydrodynamischen 
Durchmesser (C) und repräsentative STEM-Aufnahmen (D) von 
AuNP(13 nm)-DNA-(Poly-)LacNAc (c = 0.85 nM) vor und nach Zugabe 
von Lac (c = 22 mM) und Gal-8 (c = 1.46 µM). Variation der LacNAc-
Belegungsdichte (A) bzw. der LacNAc-Kettenlänge (100% 
Belegungsdichte) (B,C). 
 
Mit zunehmender Gal-8-Konzentration wurde eine zunehmend starke Verschiebung 
der Plasmonenresonanz der AuNP-DNA-LacNAc und AuNP-ssDNA (AuNP-C) hin 
zu höheren Wellenlängen beobachtet, die eine Zunhme der Gal-8-vermittelten 
Aggregation der Partikel zeigte (Abbildung 3.24 A, B). Die starke Rotverschiebung 
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von AuNP-ssDNA infolge der Gal-8-Zugabe (c(Gal-8) = 1.46 µM) ist mit 
unspezifischen Wechselwirkungen, welche ebenfalls zur Partikelaggregation führten, 
zu erklären. Mit zunehmener Lac-Konzentration wurde anhand einer weniger 
starken Rotverschiebung der Plasmonenresonanz eine zunehmende Inhibierung der 
Netzwerkbildung beobachtet (Abbildung 3.24 C). 
Während eine signifikante Inhibierung der Gal-8-vermittelten Vernetzung von 
AuNP-DNA-LacNAc (100%) bei Lac-Konzentrationen unterhalb von 10-3 M 
beobachtet wurde, war dies bei Di- und Tri-LacNAc-funktionalisierten Partikeln erst 
oberhalb dieser Lac-Konzentration festzustellen, was auf eine bevorzugte Bindung 
längerer LacNAc-Ketten durch Gal-8 hinweisen könnte. Ein Einfluss der LacNAc-
Belegungsdichte auf die minimale Inhibitor-Konzentration wurde nicht festgestellt. 
Ein möglicher Grund könnten die unspezifischen Wechselwirkungen zwischen 
DNA-Liganden und Gal-8 sein. 
Während die UV/Vis-Spektren nach Gal-8-Zugabe in Gegenwart von Lac (c = 22 mM) 
denen von AuNP-DNA-LacNAc ohne Gal-8-Zugabe entsprachen, ergaben die DLS-
Messungen sehr breite Größenverteilungen der hydrodynamischen Durchmesser hin 
zu größeren Werten, die auf Partikelaggregate hindeuteten (Abbildung 3.25 A, B, C). 
Teilweise waren die Proben (Belegungsdichte 60%, 20%) über DLS aufgrund 
makroskopischer Aggregate und Sedimentation nicht charakterisierbar. 
Die STEM-Aufnahmen von AuNP-DNA-LacNAc vor und nach Zugabe von Gal-8 
mit und ohne Lac zeigen die Bildung von Partikelnetzwerken infolge der Gal-8-
Zugabe. In Gegenwart von Lac sind, neben einigen Partikelaggregaten, größtenteils 
Einzelpartikel auf der Oberfläche zu beobachten (Abbildung 3.25 D). 
Untersuchung der unspezifischen Wechselwirkungen 
Zur näheren Untersuchung unspezifischer Wechselwirkungen zwischen AuNP-DNA 
und Gal-1 bzw. Gal-8 wurden AuNP-DNA, die nicht mit LacNAc ausgestattet waren 
und daher keine spezifischen Bindungen mit Galektinen eingehen sollten, mit den 
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Galektinen in Gegenwart von Lac versetzt. Dazu wurden mit ssDNA (AuNP-C), 
dsDNA (AuNP-A/A`) und GlcNAc-DNA (AuNP-A/A`-GlcNAc) funktionalisierte 
AuNP eingesetzt. In Abbildung 3.26 sind die Rotverschiebungen der 
Absorbanzmaxima gegen die Lac-Konzentration aufgetragen. 
 
 
Abbildung 3.26: Wechselwirkung von AuNP-ssDNA, -DNA und DNA-GlcNAc 
(c = 0.85 nM) mit Gal-1 (A) und Gal-8 (B) in Gegenwart von Lac. 
Wellenlänge am Absorbanzmaximum (max) in Abhängigkeit von der 
Lac-Konzentration (c(Gal-8, Gal-1) = 1.46 µM). 
 
Infolge der Zugabe von Gal-1 wurde eine leichte Rotverschiebung der 
Plasmonenbande der Partikel von max = 522 nm zu max = 524 bis 525 nm beobachtet, 
während durch Lac kein Einfluss auf die Lage der Plasmonenresonanz festgestellt 
wurde (Abbildung 3.26 A). Nach der Inkubation der Partikel mit Gal-8 wurde eine 
Rotverschiebung der Plasmonenresonanz von max = 522 auf max = 526 nm (AuNP-
DNA-GlcNAc), auf max ≈ 533 nm (AuNP-ssDNA) bzw. auf max ≈ 537 nm (AuNP-
DNA) beobachtet. Lac hatte bis zur maximal eingesetzten Konzentration von 22 mM 
keinen Einfluss auf die Rotverschiebung von max (Abbildung 3.26 B). 
Die Ergebnisse demonstrieren, dass DNA-funktionalisierte Partikel, die nicht mit 
LacNAc ausgestattet waren, durch die Zugabe von Gal-1 oder Gal-8 teilweise 
aggregierten, was auf unspezifische attraktive Wechselwirkungen zwischen den 
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Partikeln und den Galektinen zurückgeführt werden kann. Anders als bei LacNAc-
DNA-funktionalisierten AuNP kompetierten die AuNP-DNA-(GlcNAc) nicht mit 
Lac um die Bindung mit den Galektinen, was den unspezifischen Charakter der 
Wechselwirkungen belegt. 
Aufgrund der negativen Ladung der DNA-Liganden ist unter anderem eine 
elektrostatische Anziehung zwischen AuNP-DNA und den Galektinen vorstellbar. 
Die berechneten isoelektrischen Punkte (pI) der Galektine (pI(His6Gal-1C2S) = 6.21; 
pI(His6Gal-8) = 7.28)[166] weisen auf eine eher negative bis neutrale Nettoladung der 
Galektine im verwendeten Puffer bei pH = 7.5 hin, was jedoch attraktive 
elektrostatische Wechselwirkungen nicht ausschließt. Giljohann et al. zeigten, dass 
eine Adsorption von Serumproteinen an DNA-funktionalisierten AuNP stattfindet. 
Die Anzahl der adsorbierten Proteine korreliert dabei mit der DNA-
Ligandendichte.[87] 
Dissoziation der Netzwerke durch Kompetition mit freiem Zucker 
Zur Überprüfung, ob über Galektin verbrückte Partikelnetzwerke durch Zugabe von 
freier D-Laktose dissoziierbar sind, wurde eine Lösung von AuNP-DNA-LacNAc-
Gal-1 bzw- Gal-8-Netzwerken mit einem Überschuss an Lac versetzt und UV/Vis-
spektroskopisch charakterisiert (Abbildung 3.27). Die Konzentration von Lac 
(c = 37 mM) war höher als die maximal eingestellte Konzentration bei der 
Inhibierung (c = 22 mM)). 
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Abbildung 3.27: UV/Vis-Spektren von AuNP-DNA-LacNAc nach Zugabe von Gal-1 (A) 
und Gal-8 (B), in Gegenwart von Lac (c = 22 mM) (Lac + Gal) bzw. nach 
anschließender Zugabe von Lac (c = 37 mM) (Gal + Lac) 
 
Während die Zugabe von Lac zu Gal-1-verbrückten Partikeln keine Veränderung der 
Plasmonenbande und somit keine Dissoziation der Netzwerke verursachte, wurde 
bei Gal-8-vernetzten Partikeln eine leichte Zunahme der Absorbanz beobachtet, die 
auf eine teilweise Auflösung der Netzwerke schließen ließ. Diese partielle Auflösung 
wurde jedoch nicht immer festgestellt.  
Obwohl zur Auflösung der Netzwerke eine höhere Lac-Konzentration (37 mM) als 
bei der Inhibierung (22 mM) eingestellt wurde, führte dies nicht zu einer Auflösung 
der Netzwerke durch Kompetition mit dem freien Zucker. Einerseits könnte dies mit 
unspezifischen Wechselwirkungen zwischen den Galektinen und den AuNP-DNA 
begründet werden, die durch die attraktiven Wechselwirkungen der LacNAc-DNA 
an die Galektine innerhalb der Netzwerke noch verstärkt wurden. Auf der anderen 
Seite können die Beobachtungen mit einem kooperativen Effekt erklärt werden. So 
könnte die multivalente Bindung zwischen AuNP-DNA-LacNAc und den 
Galektinen innerhalb der Netzwerke einen kooperativen Effekt verursachen, der die 
effektive Bindung verstärkt und somit die Dissoziation durch Kompetition mit Lac 
verhindert. 
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Variation der Partikelgröße 
In Abbildung 3.28 sind die Wellenlängen der Absorbanzmaxima von 13 nm, 30 nm 
und 50 nm großen AuNP-DNA-LacNAc nach Gal-1 bzw. Gal-8-Zugabe in 
Abhängigkeit von der Lac-Konzentration aufgetragen. Aufgrund der breiten Varianz 
der auf AuNP-30k und AuNP-50k bestimmten DNA-Belegungsdichten (vgl. 
Abschnitt 3.3.4) konnte keine zuverlässige einheitliche Konzentration an LacNAc-
DNA-Liganden der verschieden großen AuNP eingestellt werden, die eine direkte 
Vergleichbarkeit ermöglicht hätte. 
 
Abbildung 3.28: Wechselwirkung von AuNP-DNA-LacNAc mit Gal-8 und Gal-1 
(AuNP-13 nm, -30k, -50k) (c(AuNP-13 nm) = 8.5∙10-10 M, c(AuNP-
30k) = 1.6∙10-10 M, c(AuNP-50k) = 9.4∙10-11 M). Wellenlänge am 
Absorbanzmaximum (max) in Abhängigkeit von der D-Laktose-
Konzentration (c(Gal-8, Gal-1) = 1.46 µM). 
 
Mit steigender Lac-Konzentration wurde bei allen Partikelgrößen eine Abnahme der 
Rotverschiebung von max beobachtet, die die Inhibierung der Vernetzung 
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demonstrierte. Ein signifikanter Einfluss der Partikelgröße auf die minimale 
Inhibitorkonzentration wurde nicht beobachtet. Ab einer Lac-Konzentration von 
> 10-3 M wurde bei allen Partikelgrößen und beiden Galektin-Sorten eine signifikante 
Inhibierung beobachtet. 
3.4.5 Thermisch induzierte Dissoziation der Netzwerke 
Um die thermische Addressierbarkeit der Lektin-DNA-AuNP-Netzwerke zu 
demonstrieren wurden sie mit verschiedenen DNA-Sequenzen (A/A` und B/B`) mit 
unterschiedlichen Schmelztemperaturen aufgebaut. Durch gleichzeitige Zugabe von 
DNA-Glyko und Lektin zu AuNP-DNA wurde die Netzwerkbildung initiiert 
(Abbildung 3.16 A). Zunächst wurden die Schmelztemperaturen der DNA-
Sequenzen bestimmt. 
Schmelzkurven von freier DNA 
Schmelzkurven der DNA-Sequenzen wurden durch temperaturabhängige Messung 
der Absorption der freien Oligonukleotide (A-SH/A`) bzw. (B-SH/B`-SH) bei 
 = 260 nm in Phosphat-Puffer (50 mM NaH2PO4/Na2HPO4, 150 mM NaCl, pH = 7.5) 
ohne Tensid-Zusatz gemessen. Die Schmelztemperaturen wurden aus den Maxima 
der ersten Ableitung zu Tm = 51°C (A-SH/A`) bzw. Tm = 29°C (B-SH/B`-SH) bestimmt 
(Abbildung 3.29). 
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Abbildung 3.29: Schmelzkurven (jeweils zwei Heiz- sowie zwei Kühlrampen) von freier 
DNA SH-A/A` (A) und SH-B/B`-SH (B) gemessen in 50 mM 
NaH2PO4/Na2HPO4, 150 mM NaCl, pH 7.5. Über die Maxima der 
ersten Ableitung (dA(260 nm)/dT) (kleine, eingefügte Diagramme) 
wurde die Schmelztemperatur der DNA (Tm = 51°C (A/A`); Tm = 29°C 
(B/B`)) bestimmt (senkrechte, gestrichelte Linie). 
 
Schmelzkurven von AuNP-DNA-GlcNAc-GS-II-Netzwerken 
AuNP-DNA (13 nm) wurden mit einem Überschuss der komplementären GlcNAc-
modifizierten DNA (A`-GlcNAc bzw. B`-GlcNAc) sowie GS-II versetzt und 
temperaturabhängig über DLS charakterisiert. Es wurden drei Temperaturrampen 
jeweils von der niedrigeren zur höheren Temperatur gemessen. Die Schmelzkurven 
sind in Abbildung 3.30 gezeigt. 
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Abbildung 3.30: Mit DLS gemessene Schmelzkurven von AuNP(13 nm)-DNA-GlcNAc-
GS-II Netzwerken. Zum Aufbau der Netzwerke wurden verschiedene 
DNA Sequenzen (A/A` bzw. B/B`) mit unterschiedlichen Schmelz-
temperaturen verwendet. DNA-GlcNAc (5 µM) und GS-II (1.5 µM) 
wurden zu einer Lösung von AuNP-DNA (4 nM) gegeben. Es wurden 
jeweils drei Temperaturzyklen (Messnummer) von 30°C bis 65°C 
(A/A`) bzw. von 20°C bis 40°C (B/B`) gemessen. 
 
Bis zu Temperaturen von 30°C (B/B`) bzw. 47°C (A/A`) wurde ein Anstieg der 
hydrodynamischen Durchmesser auf 70 bis 90 nm beobachtet, was die 
fortschreitende Vernetzung der Partikel zeigte. Bei höheren Temperaturen nahmen 
die hydrodynamischen Durchmesser signifikant ab, bis sie Werten von 30 nm 
annahmen. Dies entspach dem Niveau von Einzelpartikeln, was die Dissoziation der 
Netzwerke demonstrierte. Die Schmelztemperaturen Tm der Netzwerke wurden aus 
sigmoidalen Fits über die Wendepunkte der Schmelzübergänge zu Tm = 34°C (B/B`) 
bzw. Tm = 52°C (A/A`) bestimmt. Die Schmelztemperaturen der Netzwerke zeigten 
somit gute Übereinstimmungen zu den Schmelztemperaturen der freien DNA. 
Daraus wurde geschlossen, dass die Netzwerke infolge der DNA-Dehybridisierung 
thermisch dissoziierten, während die Lektin-Zucker-Bindung bei den gemessenen 
Temperaturen nicht beeinflusst wurde. 
Die leicht erhöhten Schmelztemperaturen der Netzwerke im Vergleich zu den 
Schmelztemperaturen der entsprechenden freien DNA von ca. 2 bis 5°C könnten mit 
einem kooperativen Effekt innerhalb der Partikelnetzwerke erklärt werden, liegen 
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aber aufgrund der Breite der Schmelzübergänge im Bereich der 
Bestimmungsungenauigkeit. Im Gegensatz zur Messung der freien DNA waren im 
verwendeten Puffer zweiwertige Kationen (Ca2+, Mg2+, Mn2+) enthalten, was eine 
Beeinflussung der Schmelztemperatur bewirken kann.[167] 
Während die Vernetzung der AuNP-DNA mit der B/B`-Basensequenz innerhalb des 
Temperaturbereichs von 20°C bis 40°C nach dem Aufschmelzen der Netzwerke 
vollständig reversibel war (Abbildung 3.30 B), war die Vernetzung der Partikel mit 
der A/A`-Basensequenz, welche bis zu einer Temperatur von 60°C gemessen 
wurden, nach dem Schmelzen nicht vollständig reversibel, was anhand einer 
verminderten Vernetzungsrate der zweiten und dritten Messung deutlich wurde 
(Abbildung 3.30 A). Die verminderte Vernetzungsrate kann mit einer partiellen 
Denaturierung des Proteins bei hohen Temperaturen begründet werden.  
Zur Charakterisierung der Schmelzeigenschaften GS-II-vermittelter Netzwerke aus 
AuNP-30k und AuNP-50k mit B/B`-Sequenz wurden diese über DLS 
temperaturabhängig vermessen (Abbildung 3.31).[155]  
 
 
Abbildung 3.31: Mit DLS gemessene Schmelzkurven von AuNP-DNA-GlcNAc-GS-II 
Netzwerken. B`-GlcNAc (4.5 µM) und GS-II (1.1 µM) wurden zu einer 
Lösung von AuNP-30k-B (0.1 nM) (A) bzw. AuNP-50k-B (0.2 nM) (B) 
gegeben. Es wurden jeweils drei Temperaturzyklen von 20°C bis 50°C 
gemessen.[155] 
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Die Netzwerke hatten Schmelztemperaturen von Tm ~ 42°C bei 30 nm großen AuNP 
und Tm ~ 44°C bei 50 nm großen AuNP. Die im Vergleich zur Schmelztemperatur 
von Netzwerken aus 13 nm großen Partikel erhöhten Schmelztemperaturen von 
Netzwerken aus größeren Partikeln könnten durch einen kooperativen Effekt infolge 
von mehr DNA-Lektin-Verknüpfungen zwischen den Nanopartikeln mit steigender 
Partikelgröße begründet werden. Lee et al. und Hurst et al. demonstrierten bei der 
direkten Vernetzung von AuNP-DNA, dass die Schmelztemperatur von 
Nanopartikelnetzwerken mit steigender Partikelgröße zunimmt.[79,85] Es ist allerdings 
anzumerken, dass die eingesetzten AuNP-DNA-Konzentrationen sowie die 
Belegungsdichten (vgl. Abschnitt 3.3.4) der 13 nm, 29 nm und 50 nm AuNP nicht 
gleich waren, was den direkten Vergleich erschwert.[80]  
Schmelzkurven von AuNP-DNA-LacNAc-Gal-Netzwerken 
Partikelnetzwerke, die aus Galektinen aufgebaut wurden, waren größtenteils 
thermisch nicht dissoziierbar, was durch temperaturabhängige Messungen der 
hydrodynamischen Durchmesser der Netzwerke mittels DLS deutlich wurde. 
Parameter, wie die DNA-Belegungsdichte sowie die Konzentrationsverhältnisse von 
B`-LacNAc und der Galektine zu AuNP-DNA, wurden variiert.  
Die ausbleibende thermische Dissoziation der Netzwerke kann mit unspezifischen 
Wechselwirkungen zwischen den AuNP-DNA und den Galektinen erklärt werden 
(vgl. Abschnitt 3.4.4, Abbildung 3.26), die in dem gemessenen Temperaturbereich 
thermisch nicht überwunden wurden.  
Ein Beispiel einer Schmelzkurve von Gal-8-vermittelten Netzwerken mit B/B`-
Basensequenz ist in Abbildung 3.32 gegeben. Hier wurden die Partikel 1 h bei 20°C 
vernetzt und anschließend temperaturabhängig von 20°C bis 40°C vermessen. Es 
wurden drei Temperaturzyklen gemessen. 
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Abbildung 3.32: Mit DLS gemessene Schmelzkurven von AuNP(13 nm)-DNA-LacNAc-
Gal-8 Netzwerken (Basensequenz B/B`). B`-LacNAc und Gal-8 wurden 
zu einer Lösung von AuNP-B(80%) gegeben (in Phosphat-Puffer ohne 
zweiwertige Kationen). Vor jeder temperaturabhängigen Messung 
wurden die Partikel 1 h bei 20°C vernetzt (A). Es wurden jeweils drei 
Temperaturzyclen von 20°C bis 40°C gemessen (B). Aufgrund recht 
hoher PDI-Werte ist von einer breiten Größenverteilung der Aggregate 
auszugehen. Die angegebenen Werte der hydrodyn. Durchmesser 
spiegeln daher nur einen Trend wider. 
 
Der zunehmende hydrodynamische Durchmesser während 1 h bei 20°C zeigte die 
Vernetzung der Partikel (Abbildung 3.32 A). Im Temperaturbereich zwischen 24°C 
und 32°C wurde eine signifikante Abnahme von Dh hin auf Werte von Dh ≈ 40 nm 
beobachtet, die eine Dissoziation der Netzwerke demonstrierte (Abbildung 3.32 B). 
Der Temperaturbereich, bei der die Dissoziation stattfand (ca. 26°C), war etwas 
unterhalb der Schmelztemperatur der DNA von Tm = 29°C. Ein möglicher Grund 
hierfür könnte eine Störung der Watson-Crick-Basenpaarung der komplementären 
B/B`-Basensequenzen durch unspezifische Wechselwirkungen der DNA-Liganden 
mit den Galektinen sein. 
3.4.6 Strukturelle Charakterisierung der Partikelnetzwerke durch SAXS 
Zur Charakterisierung ihrer internen Struktur hinsichtlich der Interpartikelabstände 
wurden AuNP-Netzwerke mittels Kleinwinkelröntgenstreuung (SAXS) vermessen. 
Die Netzwerke wurden durch Zugabe von A`-Glyko und der jeweiligen Lektine zu 
einer Lösung AuNP(13 nm)-A hergestellt (Abbildung 3.16 A). Die Streukurven 
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sowie die daraus ermittelten Strukturfaktoren und Paarabstandsverteilungs-
funktionen (PDDF) sind in Abbildung 3.33 gezeigt.  
 
 
Abbildung 3.33: Charakterisierung der AuNP(13 nm)-DNA-Glyko-Lektin-Netzwerke 
und Einzelpartikel mit SAXS. A) Streukurven; B) aus den Streukurven 
ermittelte Strukturfaktoren; C) Paarabstandsfunktionen (PDDF). 
 
Die Streukurven der Netzwerke zeigten die für große Partikelaggregate 
charakteristische Vorwärtsstreuung hin zu kleinen Werten des Streuvektors q sowie 
die Ausbildung eines Strukturfaktors S(q). Dieser kommt durch die räumliche Nähe 
der Partikel innerhalb der Netzwerke zustande (Abbildung 3.33 A). Während die 
PDDF von Einzelpartikeln (AuNP-Citrat, AuNP-A) jeweils nur ein Maximum bei 
r = 8 nm aufwiesen, besaßen die PDDF der Partikelnetzwerke zwei bis drei weitere 
Maxima bei größeren Abständen. Diese Peaks zeigen direkt benachbarte Partikel 
innerhalb der Netzwerke an.[168] 
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Durch Division der Streukurve der Partikelnetzwerke durch die Streukurve von 
Einzelpartikeln nach 
ikelEinzelpart
Netzwerke
)(
)(
qI
qI
S(q)  
wurden die Strukturfaktoren ermittelt (Abbildung 3.33 B).[83,138] 
Aus den ersten Maxima der Strukturfaktoren qmax wurden die Oberflächen-zu-
Oberflächen-Abstand DO innerhalb der AuNP-Netzwerke nach 
 k
max
O 2
π2
R
q
D 

  
bestimmt. Neben Netzwerken aus 13 nm großen AuNP wurden auch Netzwerke 
AuNP-30k und -50k über SAXS charakterisiert.[155] Die Streukurven sind im Anhang 
in Abbildung 6.6 gezeigt. Die Oberflächen-zu-Oberflächen-Abstände DO der GS-II-, 
Gal-1- und Gal-8-Partikelnetzwerke aus AuNP unterschiedlicher Größe sind in 
Tabelle 3.8 gegenübergestellt. 
 
Tabelle 3.8: Durch die ersten Maxima der Strukturfaktoren ermittelte Oberflächen-
zu-Oberflächen-Abstände innerhalb AuNP-A/A`-Glyko-Lektin-
Netzwerken aus AuNP (13 nm) sowie AuNP-30k und -50k.[155] Die 
angegebenen Fehler beziehen sich auf die Ablesegenauigkeit des 
Streuvektors. 
 13 nm 30k 50k 
Lektin DO / nm DO / nm 
nm 
DO / nm 
GS-II 19±2 18±0.5 n.b. 
Gal-1 12±1 11±1 7±1 
Gal-8 13±1 n.b. n.b. 
 
Die Interpartikelabstände der Netzwerke waren abhängig vom eingebauten Lektin. 
Während die GS-II-Netzwerke einen Abstand zwischen den Partikeln von etwa 
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19 nm aufwiesen, besaßen die Galektin-Netzwerke kleinere Interpartikelabstände 
von etwa 12 nm. Die Abstände bei 13 nm und ~ 30 nm großen Partikeln stimmten gut 
überein. Der Interpartikelabstand innerhalb Gal-1-Netzwerke von 50 nm großen 
Partikeln (DO = 7±1 nm) war im Vergleich mit denen von 13 nm und 30 nm großen 
Partikeln (DO = 12±1 nm) kleiner, was mit der Breite des Strukturpeaks sowie der 
Größenverteilung der eingesetzten AuNP-50k (d(STEM) = 50.1±6 nm; 
Dk(SAXS) = 45 nm) begründet werden könnte (Anhang, Abbildung 6.6 B). 
Die Partikelabstände innerhalb der Netzwerke werden durch die Länge der DNA-
Liganden sowie der Größe der Lektine bestimmt (Abbildung 3.34). 
 
 
Abbildung 3.34: Schematische Darstellung der AuNP-Verknüpfungen über DNA und 
Lektine. Der Interpartikelabstand (Oberflächen-zu-Oberflächen-
Abstand Do) innerhalb der Netzwerke ergibt sich aus der Länge der 
DNA (ssDNA sowie dsDNA) und der Größe der Lektine (nicht 
maßstabsgetreu). 
 
Die DNA-Liganden besaßen einen einzelsträngigen sowie einen doppelsträngigen 
Anteil. Die Länge der einzelsträngigen DNA wurde über die bekannte Persistenz- 
und Konturenlänge von einzelsträngiger DNA berechnet (s. Anh. Gleichung 
6.1).[169,170] Die Länge der doppelsträngigen DNA ergab sich aus der Länge der DNA-
Doppelhelix von 0.34 nm pro Basenpaar.[65,171] Intermolekulare DNA-
Wechselwirkungen, Wechselwirkungen der DNA mit der Goldoberfläche[169] sowie 
die Länge der Propylthiol-Modifikation und der Glyko-SMCC-Einheit wurden in 
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dieser Berechnung nicht berücksichtigt. Aus der Berechnung ergaben sich Beiträge 
zum Interpartikelabstand der DNA-Liganden (A/A`) von etwa 13 nm.  
Der Trägheitsradius von Gal-1 beträgt 1.9 nm,[172] während der hydrodynamische 
Radius von Gal-8 mit 1.9 nm in der Literatur angegeben ist.[173] Zur Ermittlung der 
Größe von GS-II wurde das Protein über SAXS sowie über winkelabhängige DLS 
charakterisiert. Alexa 647 markiertes GS-II wurde über Zwei-Fokus-
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (2fFCS) charakterisiert (Abbildung 3.35). 
 
 
Abbildung 3.35: Charakterisierung von GS-II. A) Streukurve; B) 
Paarabstandsverteilungsfunktion (PDDF); C) hydrodynamischer 
Radius in Abhängigkeit des Streuwinkels; D) Charakterisierung von 
Alexa 647 markiertem Lektin GS-II mit 2fFCS, Korrelationsfunktionen 
der beiden Foki (Fokus 1 und Fokus 2) sowie ihre Kreuzkorrelation 
(Kreuz) (Einteilchenfit: single triplet state diffusion). Über den 
Diffusionskoeffizienten (D = 0.82∙10-6 cm2s-1) wurde über die Stokes-
Einstein-Gleichung ein hydrodynamischer Durchmesser von 6.0 nm 
bestimmt (Lebensdauer des Triplet-Zustands  = 8 µs). 
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Die aus der Streukurve von GS-II ermittelte Paarabstandsverteilungsfunktion weist 
auf eine längliche Form des Proteins mit einem maximalen Abstand der Streuzentren 
von Dmax ≈ 30 nm hin (Abbildung 3.35 B). Der Fit der Streukurve ergab einen 
Trägheitsradius von Rg ~ 9.2 nm. Der hydrodynamische Radius von GS-II wurde 
durch winkelabhängige DLS zu 20±1 nm (gemittelt aus  = 90-150°) gemessen. Die 
bei kleinen Streuwinkeln ( < 60°) sehr großen hydrodynamischen Radien (bis ca. 
Rh ~103 nm) deuten auf das Vorhandensein von Proteinaggregaten in der Lösung hin 
(Abbildung 3.35 C). Aus der über 2fFCS erhaltenen Korrelationsfunktion 
(Abbildung 3.35 D) wurde ein Diffusionskoeffizient des Farbstoff-markierten 
Lektins von D = 0.82∙10-6cm2s-1 ermittelt, aus dem sich ein hydrodynamischer 
Durchmesser von 6 nm ergab. 
Während die Charakterisierung des Proteins durch SAXS und DLS bei 
Konzentrationen von 5 gL-1 (44 µM) bzw. 1 gL-1 (8.8 µM) durchgeführt wurde, wurde 
das Farbstoff-markierte Lektin für die Charakterisierung durch 2fFCS auf 
Konzentrationen im nanomolaren Bereich verdünnt. Eine mögliche Aggregation des 
Proteins, die durch SAXS und DLS an GS-II abgebildet wurde, könnte die 
Diskrepanz zum kleineren aus FCS ermittelten hydrodynamischen Durchmmesser 
von GS-II Alexa 647 erklären. In Tabelle 3.9 sind die aus der Summe der Länge der 
DNA und der Proteindurchmesser (DO (berechnet)) den aus den Strukturfaktoren 
ermittelten Interpartikelabständen (DO (gemessen)) gegenübergestellt. 
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Tabelle 3.9: Aus der berechneten DNA-Länge sowie der Größe der Lektine abgeschätzte 
(Do (ber.)) sowie aus dem Strukturfaktor gemessene Interpartikelabstände (DO 
(gem.)) innerhalb der AuNP-A/A`-Glyko-Lektin-Netzwerke (d(AuNP) = 
13 nm). 
DNA/nm Lektin M/kDa Größe/nm DO(ber.)/nm DO(gem.)/nm 
13 GS-II 113 Rg ~ 9.2 (SAXS) 
Dmax~30 (SAXS) 
Dh ~ 40 (DLS) 
Dh ~ 6 (FCS) 
~ 31 
~ 43 
~ 53 
~ 19 
19±2 
13 Gal-1 33 Dk ~ 3.8[172] ~ 17 12±1 
13 Gal-8 38 Dh ~ 3.8[173] ~ 17 13±1 
 
Die im Vergleich zu den Interpartikelabständen der Galektin-Netzwerke größeren 
Interpartikelabstände der GS-II-Netzerke stehen in gutem Einklang mit dem 
größeren Molekulargewicht und der Größe von GS-II (M = 113 kDa) (Tabelle 3.9) im 
Vergleich zu denen der Galektine (M(Gal-1) = 38 kDa; M(Gal-8) = 33 kDa).  
Die Diskrepanz zwischen den aus den Strukturfaktoren ermittelten und den 
berechneten Interpartikelabständen ist einerseits mit Fehlern der theoretischen 
Abschätzung zu begründen, die z. B. die Wechselwirkung der DNA mit der AuNP-
Oberfläche nicht berücksichtigen. Auf der anderen Seite sind auch die aus den 
Strukturfaktoren ermittelten Werte der Interpartikelabstände aufgrund der Breite des 
Strukturpeaks sowie der Größenverteilung der Nanopartikel mit Fehlern behaftet. 
3.5 Charakterisierung von AuNP-DNA-Cy5 mit 2fFCS 
Um die Wechselwirkung von DNA-funktionalisierten AuNP mit Zellen verfolgen zu 
können eignen sich Methoden wie Konfokale Fluoreszenzmikroskopie oder 
Durchflusszytometrie,[15,147] die auf der Fluoreszenz der zu untersuchenden Spezies 
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basieren. Zu diesem Zweck wurden komplementäre Farbstoff-markierte 
Oligonukleotide an die DNA-Liganden der AuNP angebunden. Als Farbstoff wurde 
Cy5 (Ex = 637 nm, Em = 665 nm) verwendet, da die Wellenlänge der emittierten 
Strahlung nicht mit der Wellenlänge der Absorption der Plasmonenresonanz der 
AuNP zusammenfällt.  
Die Emission von Fluorophoren wird in der Nähe von Metalloberflächen gequencht. 
Die Stärke des Quenchens nimmt mit zunehmendem Abstand zwischen Fluorophor 
und Metalloberfläche ab.[174] Acuna et al. zeigten anhand von 10 nm großen DNA-
funktionalisierten AuNP, dass ein signifikantes Quenchen der Fluoreszenzintensität 
und eine Reduzierung der Fluoreszenzlebensdauer bei Abständen zwischen 
Fluorophor und Metalloberfläche von kleiner als 15 nm auftritt.[175] 
Eine Verlängerung der DNA kann zu einer Vergrößerung des Abstandes von 
Fluorophor und AuNP-Oberfläche führen.[174,175] Es ist gezeigt worden, dass Thymin-
Basen weniger stark an die Goldoberfläche adsorbieren als Adenin-Basen.[73] Daher 
könnte der Austausch der A10-Linker-Basensequenz durch eine T10-Basensequenz 
ebenfalls zu einer Abstandsvergrößerung zwischen Fluorophor und Au-Oberfläche 
führen. 
AuNP-DNA-Cy5 sollten mit Zwei-Fokus-Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie 
(2fFCS)[144] hinsichtlich ihrer Diffusionseigenschaften charakterisiert werden. Mit 
dieser Methode sollte zwischen an die AuNP-DNA angebundener und freier DNA-
Cy5 unterschieden werden. Es wurden zwei verschiedene Partikelsorten 
synthetisiert. AuNP-Citrat (d = 17 nm) wurden mit DNA A-(A10)-SH bzw. D-T10-SH 
funktionalisiert und anschließend mit A`-Cy5 bzw. D`-Cy5 hybridisiert (Tabelle 
3.10). 
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Tabelle 3.10: Basensequenzen der Oligonukleotide zur Funktionalisierung der AuNP für 
die anschließende Charakterisierung durch 2fFCS. (A10 und T10 bezeichnen 
Basensequenzen mit jeweils 10 Adenin- bzw. Thymin-Basen.) 
Bezeichnung Basensequenz 
A-SH 5΄-CGC ATT CAG GAT A10-3΄-(CH2)3-SH 
A`-Cy5 5΄-ATC CTG AAT GCG -3΄-Cy5 
D-T10-SH 5΄-GGG GCA AAA CCT TTG AGG AAA CCC-T10-3΄-(CH2)3-SH 
D`-Cy5 5΄-GGG TTT CCT CAA AGG TTT TGC CCC-3΄-Cy5 
 
Während AuNP-A/A`-Cy5 einen A10-Linker und 12 Basenpaare aufwiesen, enthielten 
die DNA-Liganden bei AuNP-T10-D/D`-Cy5 einen T10-Linker und 24 Basenpaare, 
wodurch eine größerer Abstand zwischen Fluorophor und AuNP-Oberfläche bei 
diesen Partikeln generiert werden sollte. Die Zunahme des Abstands durch 12 
weitere Basenpaare beträgt bei einer theoretischen Zunahme von 0.34 nm pro 
Basenpaar etwa 4 nm. 
Die Partikel wurden nach der Aufreinigung durch Zentrifugation und Redispersion 
in frischem Puffer mit 2fFCS hinsichtlich ihrer Diffusionseigenschaften 
charakterisiert. Die Korrelationsfunktionen der AuNP-DNA-Cy5 sind in Abbildung 
3.36 gezeigt. 
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Abbildung 3.36: Korrelationsfunktionen von AuNP-DNA-Cy5 mit Basensequenzen 
A/A`-Cy5 (A) und T10-D/D`-Cy5 (B), gemessen mit 2fFCS. Gezeigt sind 
die Korrelationsfunktionen der beiden Foki (Fokus 1 und Fokus 2) 
sowie ihre Kreuzkorrelation (Kreuz) mit entsprechenden Fits (Linien). 
A) Zwei-Teilchen-Fit (Rh = 4.8 nm; Rh = 0.1 nm); B) Ein-Teilchen-Fit 
(Rh = 20 nm). Nanopartikel dispergiert in 10 mM NaH2PO4/Na2HPO4, 
0.1 M NaCl, pH 7.0 (A) bzw. 10 mM NaH2PO4/Na2HPO4, 0.1 M NaCl, 
0.01% SDS, pH 7.0 (B). 
 
Die Korrelationsfunktionen von AuNP-A/A`-Cy5 ließen sich mit einem Zwei-
Teilchen-Fit anpassen. Es wurden hydrodynamische Radien von Rh = 4.8 nm und 
Rh = 0.1 nm erhalten, welche signifikant kleiner als die erwarteten hydrodynamischen 
Radien der Partikel von etwa 17 nmi waren. Es ist jedoch anzumerken, dass ein 
hydrodynamischer Radius von 0.1 nm keinem realen Molekül zugeordnet werden 
kann. Die kleinen hydrodynamischen Radien deuten auf das Vorhandensein von 
freier Cy5-modifizierter DNA in der Lösung hin, die die Fluoreszenz der an die 
Partikel angebundenen DNA überlagert.  
Die mit 2fFCS gemessenen Diffusionskoeffizienten von Fluorophor-markierten 
Oligonukleotiden mit 12 bis 27 Nukleotiden lagen im Bereich zwischen 
                                               
i Der erwartete hydrodynamischer Radius ergibt sich aus AuNP-A/A`-(Glyko) (Rh ≈ 15 nm (DLS), 
d = 13±1 nm (STEM)). Bei den hier verwendeten AuNP-A/A`-Cy5 (d = 17±1 nm (STEM)) wird somit ein 
hydrodynamischer Radius etwa 17 nm bzw. bei AuNP-T10-D/D`-Cy5 ein hydrodyn. Radius von 
> 17 nm erwartet. 
Ergebnisse und Diskussion 
 125 
D = 2.6∙10-6 cm2s-1 und 1.5∙10-6 cm2s-1, was hydrodynamischen Radien zwischen 1.0 nm 
und 1.6 nm entspricht und mit Werten in der Literatur übereinstimmt.[176] 
An die Korrelationsfunktionen von AuNP-T10-D/D`-Cy5 wurde ein Ein-Teilchen-Fit 
angepasst. Es wurde ein hydrodynamischer Radius von 20 nm erhalten, was im 
erwarteten Größenbereich liegt. Der im Vergleich dazu mit DLS gemessene 
hydrodynamische Radius von AuNP (d = 13 nm), die mit derselben DNA-
Basensequenz aber ohne Cy5-Modifikation funktionalisiert wurden (AuNP-D/D`), 
hatten einen hydrodynamischen Radius im Bereich zwischen 15 nm (Z-Average) und 
20 nm (Peakposition).  
Durch den Austausch der DNA-Sequenz und –länge konnten AuNP-DNA-Cy5 
(AuNP-D/D`-Cy5) über 2fFCS charakterisiert werden. Ein möglicher Grund kann 
dabei die Reduzierung des Fluoreszenzquenchens der an die AuNP angebundenen 
DNA-Cy5 durch Vergrößerung des Abstands von Fluorophor zu Goldoberfläche 
sein. 
3.6 Wechselwirkung AuNP-DNA-Cy5/Di-LacNAc mit HepG2-Zellen 
Wie die Experimente zur Lektin-vermittelten Vernetzung von Glyko-DNA-
funktionalisierten AuNP gezeigt haben, wurden die Partikel spezifisch über dimere 
(Gal-1 und Gal-8) oder tetramere Lektine (GS-II) in Lösung gebunden. Dies zeigt, 
dass die Erkennungseigenschaften zwischen den Kohlenhydraten und den Lektinen 
auch nach Anbindung der Kohlenhydrate an die DNA-Liganden erhalten blieben. 
Im Folgenden sollte geklärt werden, ob die Glyko-Funktionalisierung der AuNP-
DNA die spezifische zelluläre Bindung und Aufnahme der Nanopartikel über 
Membran-gebundene Lektine ermöglicht. Daher sollte die Wechselwirkung von 
AuNP-DNA-Di-LacNAc mit HepG2-Zellen in Abhängigkeit ihrer Di-LacNAc-
Modifikation untersucht werden. Nitin et al. zeigten, dass die Kupplung von 
Antikörpern (anti-EGF), Peptiden (EGF-Peptid) und Folat an AuNP-DNA zu einer 
spezifischen Anbindung der Partikel an Tumorzellmembranen führt.[51] 
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HepG2-Zellen expremieren sowohl ASGP-R[106] als auch Scavenger-Rezeptoren der 
Klasse B Typ I (SR-BI),[177] die beide für Wechselwirkungen mit AuNP-DNA-Di-
LacNAc in Betracht kommen. Da ASGP-R eine Affinität für terminale D-Galaktose 
(Gal) besitzen[31] und u. a. Gal-modifizierte Nanopartikel oder Gal-modifizierte 
Oligonukleotid(komplexe)[109,110] spezifisch binden,[33,34] wurde eine spezifische 
Wechselwirkung der Di-LacNAc-DNA-modifizierten AuNP erwartet. Patel et al. 
demonstrierten über Inhibierung verschiedener Rezeptoren, dass DNA-
funktionalisierte AuNP über Scavenger-Rezeptoren in HeLa-Zellen aufgenommen 
werden.[35]  Diese Rezeptoren sind für die Endozytose von polyanionischen Liganden 
bekannt,[88,178] weshalb von ladungsgetriebenen Wechselwirkungen mit AuNP-DNA 
ausgegangen werden kann.  
Zur Untersuchung der Beteiligung dieser Rezeptoren bezüglich der zellulären 
Aufnahme von AuNP-DNA-Glyko in HepG2-Zellen wurden sowohl Fucoidan, eine 
sulfatisiertes Polysaccharid[179] und putativer Ligand für SR-BI,[35,180] als auch Lac, 
welche spezifisch an ASGP-R bindet,[181,182] als Inhibitoren verwendet. Die zusätzliche 
Funktionalisierung der Partikel mit Cy5-markierter DNA sollte die Untersuchung 
der zellulären Wechselwirkung der Partikel mit Konfokaler Fluoreszenzmikroskopie 
und Durchflusszytometrie ermöglichen. 
3.6.1 Synthese Cy5/Di-LacNAc-DNA-funktionalisierter AuNP 
AuNP-Citrat (13 nm) wurden mit Thiol-modifizierten, zueinander nicht 
komplementären DNA-Einzelsträngen A-SH und D-SH in einer 
Ligandenaustauschreaktion im Verhältnis 4:1 gemischt funktionalisiert. Die AuNP-
DNA wurden mit komplementären Oligonukleotiden A`-Di-LacNAc und D`-Cy5 
hybridisiert. Zur Synthese der Kontrollproben wurden Oligonukleotide A` ohne Di-
LacNAc-Modifikation eingesetzt (Abbildung 3.37, Tabelle 3.11). 
 
Ergebnisse und Diskussion 
 127 
 
Abbildung 3.37: Schematische Darstellung Cy5- und Di-LacNAc-DNA-
funktionalisierter AuNP (AuNP-DNA-Cy5/Di-LacNAc) sowie Cy5-
DNA-funktionalisierter AuNP ohne Di-LacNAc-Modifikation (AuNP-
DNA-Cy5). DNA-Liganden A-SH (schwarz) und D-SH (grau) wurden 
im Verhältnis von 4:1 eingesetzt. 
 
Tabelle 3.11: Zur Funktionalisierung der AuNP verwendete Thiol-, Cy5- und Di-LacNAc-
und unmodifizierte Oligonukleotide. 
Bezeichnung  Basensequenz/Modifikation 
A-SH 5'-CGC ATT CAG GAT AAA AAA AAA A-3'-(CH2)3-SH 
A`-Di-LacNAc 5'-ATC CTG AAT GCG -3'-Di-LacNAc 
A` 5'-ATC CTG AAT GCG -3' 
D-SH 5'-GGG GCA AAA CCT TTG AGG AAA CCC A10-3'-(CH2)3-SH 
D`-Cy5 5'-GGG TTT CCT CAA AGG TTT TGC CCC-3'-Cy5 
 
Während für die Di-LacNAc-Funktionalisierung eine Basensequenz mit 12 
Basenpaaren (A/A`-Di-LacNAc) verwendet wurde, wurde für die Cy5-DNA (D/D`-
Cy5) eine längere Basensequenz mit 24 Basenpaaren verwendet, um den Abstand 
zwischen Fluorophor und Goldoberfläche zu vergrößern und mögliches Quenchen 
der Fluoreszenz zu reduzieren (vgl. Abschnitt 3.5).[174,175] Beide doppelsträngigen 
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DNA-Liganden besaßen Schmelztemperaturen oberhalb der Temperaturen der 
Zellexperimente (T = 37°C) (Tm(A/A’) = 51°C; Tm(D/D’) = 73°C), was über 
temperaturabhängige Messungen der Absorption von freier DNA bei  = 260 nm 
gemessen wurde (s. Abbildung 3.29, Anhang, Abbildung 6.2). Nach der 
Hybridisierung wurden die Partikel erst in Phosphat-Puffer und anschließend in 
Zellkulturmedium gewaschen und redispergiert. Die funktionalisierten Partikel 
wurden über UV/Vis-Spektroskopie, Fluoreszenzspektroskopie, DLS und STEM 
charakterisiert (Abbildung 3.38). 
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Abbildung 3.38: Charakterisierung von AuNP-Citrat (in Wasser), AuNP-DNA (in 
Phosphat-Puffer) und AuNP-DNA-Cy5(Di-LacNAc) (in 
Zellkulturmedium (DMEM/F-12)). A) UV/Vis-Spektren; B) 
Größenverteilung der hydrodynamischen Durchmesser; C) 
Fluoreszenzspektren der Partikellösungen sowie der Zentrifugate des 
letzten Waschschrittes (Ex = 633 nm); D, E) repräsentative STEM-
Aufnahmen (d = 14±1 nm). 
 
Infolge der DNA-Funktionalisierung der AuNP wurde eine charakteristische 
Rotverschiebung der Plasmonenresonanz (von max = 518 nm auf max = 522 nm) als 
auch ein Anstieg des hydrodynamischen Durchmessers (von Dh = 19 auf Dh = 28 nm 
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(PDI ≈ 0.1) (AuNP-AD)) beobachtet (Abbildung 3.38 A, B; vgl. Abschnitt 3.3.2). 
Anhand repräsentativer STEM-Aufnahmen wurde gezeigt, dass die Größe der 
sphärischen Partikel während der Funktionalisierung erhalten blieb (d(AuNP-
Citrat) = 13±1 nm; d(AuNP-DNA-Cy5(/Di-LacNAc)) = 14±1 nm) (Abbildung 3.38 D, 
E; Abbildung 3.1 E).  
Die aus den STEM-Aufnahmen ersichtlichen größeren Abstände zwischen AuNP-
DNA-Cy5/Di-LacNAc (D = 23±3 nm) im Vergleich zu denen zwischen AuNP-Citrat 
(D = 15±1 nm) und AuNP-DNA (AuNP-A) (D = 18±1 nm) können einerseits mit der 
Ligandenhülle aus doppelsträngiger und teils längerer DNA (D/D`-Cy5) begründet 
werden (Anhang, Abbildung 6.7, Abbildung 3.12). Auf der anderen Seite bleibt zu 
beachten, dass die Partikel aus Lösungen (AuNP-Citrat aus Wasser, AuNP-A aus 
Phosphatpuffer und AuNP-DNA-Cy5/Di-LacNAc aus Zellkulturmedium) mit 
unterschiedlichen Ionenstärken und Molekülzusätzen auf dem Probenhalter für die 
STEM-Analytik eingetrocknet wurden, was ebenfalls den Interpartikelabstand 
beeinflussen könnte.[161] 
Fluoreszenzspektren von AuNP-DNA-Cy5(/Di-LacNAc) zeigten eine starke 
Fluoreszenzintensität des Farbstoffs (Abbildung 3.38 C), während das Zentrifugat 
der Partikellösung eine vernachlässigbar schwache Fluoreszenz aufwies, was die 
erfolgreiche Anbindung der Cy5-markierten DNA an die Partikel demonstrierte. Die 
UV/Vis-spektroskopische Charakterisierung der Partikel wies auf eine gute Stabilität 
der Partikel in Zellkulturmedium über mindestens neun Wochen hin. 
3.6.2 Wechselwirkungen von AuNP-DNA-Glyko und HepG2-Zellen 
Zelluläre Aufnahme 
Zur Charakterisierung der Endozytose der Partikel, wurden die HepG2-Zellen 
zunächst bei 4°C mit AuNP-DNA-Cy5/Di-LacNAc bzw. AuNP-DNA-Cy5 versetzt 
um spezifische Wechselwirkungen zwischen den Partikeln und Rezeptoren auf der 
Zellmembran zu ermöglichen, während die Energie-getriebene Endozytose bei dieser 
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Temperatur unterdrückt wird.[182] Anschließend wurden die Zellen mit Medium 
gewaschen, um nicht angebundene Partikel zu entfernen. Die darauffolgende 
Inkubation der Zellen bei 37°C sollte die Endozytose der angebundenen Partikel 
ermöglichen. Zur Kontrolle wurde der letzte Schritt ausgelassen.  
Die Zellen wurden durch Konfokale Fluoreszenzmikroskopie charakterisiert. 
Repräsentative Mikroskopieaufnahmen (Überlagerung der Fluoreszenzaufnahmen 
und differentieller Interferenzkontrast (engl. differential interference contrast, DIC) (s. 
Anhang, Abbildung 6.8)) der fixierten HepG2-Zellen sind in Abbildung 3.39 
gezeigt. 
 
 
Abbildung 3.39: Repräsentative mikroskopische Aufnahmen der HepG2-Zellen nach 
Inkubation mit AuNP-DNA-Cy5/Di-LacNAc bzw. AuNP-DNA-Cy5. 
Die Inkubation erfolgte 2 h bei 4°C und nach anschließendem Waschen 
4 h bei 37°C. Alternativ wurde auf die Inkubation bei 37°C verzichtet. 
Als Kontrolle dienten HepG2-Zellen ohne Zugabe von AuNP. 
(Überlagerung von Fluoreszenzmikroskopie- und DIC-Aufnahmen; 
Proben wurden im Duplikat präpariert.) 
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Anhand der mikroskopischen Aufnahmen wurde nach der Behandlung der Zellen 
mit AuNP-DNA-Cy5(/Di-LacNAc) eine verstärkte Fluoreszenzintensität der Zellen 
beobachtet, was eine Wechselwirkung der Partikel mit den Zellen demonstrierte. 
Zellen ohne Partikel zeigten eine schwache Eigenfluoreszenz (Abbildung 3.39). 
Fluoreszenzspektren, die von Mikroskopieaufnahmen von Zellen mit und ohne 
Partikeln aufgenommen wurden, zeigten, dass die Fluoreszenz auf Cy5-
funktionalisierte Partikel zurückzuführen ist, da das Fluoreszenzmaximum bei einer 
Wellenlänge von etwa 665 nm dem von Cy5 entspricht (Abbildung 3.38 C, Anhang, 
Abbildung 6.9). Sowohl die Di-LacNAc-Funktionalisierung der Partikel als auch die 
Inkubation der Zellen bei 37°C hatten keinen erkennbaren Einfluss auf die 
Fluoreszenzintensität. Die Fluoreszenzintensitäten von Zellen einer Probe variierten 
teilweise stark, was der Vergleich der Aufnahmen von Abbildung 3.39 D und 
Abbildung 6.8 (Anhang), die von einer Probe stammen, zeigt.  
Für eine quantitative Evaluierung der Zellfluoreszenz wurden die Zellen mittels 
Durchflusszytometrie charakterisiert (Abbildung 3.40). Eine von zwei verschiedenen 
Zellpopulationen war zur Evaluierung der Partikelwechselwirkung geeignet 
(Anhang, Abbildung 6.10). 
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Abbildung 3.40: Durchflusszytometrie der HepG2-Zellen nach Inkubation mit AuNP-
DNA-Cy5/Di-LacNAc (A) bzw. AuNP-DNA-Cy5 (B). Die Inkubation 
erfolgte 2 h bei 4°C und nach anschließendem Waschen 4 h bei 37°C 
(D). Alternativ wurde auf die Inkubation bei 4°C bzw. bei 37°C 
verzichtet (C). Als Kontrolle dienten HepG2-Zellen ohne 
Partikelzugabe. Der APC-A-Wert zeigt die Fluoreszenzintensität an. 
(Proben wurden im Triplikat präpariert.) 
 
Zellen, die mit Partikeln versetzt wurden, zeigten eine stärkere Fluoreszenz (APC-A-
Wert) als die Kontrollproben (Zellen ohne AuNP), was die Wechselwirkung der 
Zellen mit den Nanopartikeln demonstrierte. Zellen, die nur bei 4°C mit Partikeln 
inkubiert wurden, besaßen eine stärkere Fluoreszenz als Zellen, die anschließend bei 
37°C inkubiert wurden. Die starke Fluoreszenz nach der Inkubation bei 4°C wies auf 
Wechselwirkungen zwischen der Zellmembran mit den AuNP-DNA-Cy5(/-Di-
LacNAc) hin, die durch das Waschen mit Zellkulturmedium nicht überwunden 
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wurden. Ein stärkeres Waschen der Zellen, wie beispielsweise durch ein saures 
Waschen, wurde nicht durchgeführt, da dies erwartungsgemäß zur Denaturierung 
der DNA-Liganden geführt hätte.[183] 
Zellen mit AuNP-DNA-Cy5 zeigten dabei eine leicht erhöhte Fluoreszenz im 
Vergleich zu Zellen nach der Inkubation mit LacNAc-funktionalisierten Partikeln. 
Die anschließende Inkubation der Zellen bei 37°C, die erwartungsgemäß die 
Internalisierung der angebundenen Partikel über Rezeptor-vermittelte Endozytose 
initiieren sollte, führte zu einer Reduktion der Fluoreszenzintensität der Zellen, was 
auf ein Quenchen der Fluoreszenz im Innern der Zellen hindeuten könnte.  
Penadés et al. zeigten kürzlich, dass die Fluoreszenz von Fluoreszein-markierten 
Glykonanopartikeln nach der Endozytose in dendritischen Zellen reduziert wurde. 
Dies wurde mit einem möglichen Quenchen der Fluoreszenz in der sauren 
Umgebung in bestimmten Endosomen in Zusammenhang gebracht.[122] Während 
jedoch die Fluoreszenzintensität von Fluoreszein im relevanten pH-Bereich pH-
abhängig ist, trifft dies für Cy5 nicht zu.[184] Daher ist hier nicht von einem pH-
abhängigen Fluoreszenzquenchen auszugehen. Ein Quenchen der Fluoreszenz von 
Cy5-DNA-funktionalisierten AuNP im Innern von HepG2-Zellen könnte durch eine 
mögliche Partikelaggregation infolge eines sauren Milieus[185] oder der Einengung der 
Partikel in Endosomen erklärt werden. Überdies kann nicht ausgeschlossen werden, 
dass unspezifische, bei 4°C auftretende Wechselwirkungen zwischen der 
Zelloberfläche und den Partikeln bei 37°C überwunden wurden und somit zu einem 
Ablösen der Partikel und daher reduzierten Fluoreszenzintensität führten. Dies ist in 
weiteren Versuchen zu klären. 
Inhibierung der ASGP- und Scavenger-Rezeptoren 
Um zu untersuchen, über welchen Weg AuNP-DNA-Cy5 und AuNP-DNA-Cy/Di-
LacNAc in HepG2-Zellen aufgenommen werden, wurden die beiden Rezeptoren 
ASGP-R und SR-BI mit Lac[181,182] bzw. Fucoidan[35,180] blockiert. Dazu wurden die 
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Zellen mit beiden, einem oder keinem der Inhibitoren 1 h bei 37°C vorinkubiert, um 
eine spezifische Bindung mit den Rezeptoren zu ermöglichen. Anschließend wurden 
die Zellen mit Partikeln (AuNP-DNA-Cy5(/Di-LacNAc)) versetzt und 4 h bei 37°C 
inkubiert. Als Kontrolle dienten Zellen ohne Zugabe von AuNP und Inhibitoren. Die 
Zellen wurden nach dem Waschen mittels Durchflusszytometrie charakterisiert 
(Abbildung 3.41). 
 
 
Abbildung 3.41: Charakterisierung von HepG2-Zellen mittels Durchflusszytometrie 
nach der Blockierung von Rezeptoren (ASGP-R und SR-BI) mit D-
Laktose und/oder Fucoidan und Behandlung mit AuNP-DNA-Cy5/Di-
LacNAc bzw. AuNP-DNA-Cy5. Zellen ohne Inhibitoren und ohne 
AuNP dienten als Kontrolle. Der APC-A-Wert zeigt die 
Fluoreszenzintensität an. (Proben wurden im Triplikat präpariert.)  
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Infolge der Partikelzugabe wurde eine Zunahme der Fluoreszenzintensität der Zellen 
beobachtet, die auf Wechselwirkungen zwischen Zellen und Partikeln bzw. die 
Endozytose der Partikel schließen ließ (Abbildung 3.41 A). In Anwesenheit beider 
Inhibitoren (Fucoidan und Lac) wurde eine Fluoreszenzintensität der Zellen 
beobachtet, die der von Zellen ohne Partikelzugabe entsprach. Daraus wurde auf 
eine komplette Inhibierung der Wechselwirkungen zwischen HepG2-Zellen und den 
Partikeln geschlossen. Während Lac keinen Einfluss auf die Wechselwirkung 
zwischen Zellen und Partikeln hatte, führte die Vorinkubation nur mit Fucoidan 
ebenfalls zu einer vollständigen Inhibierung. Ein Einfluss der LacNAc-
Funktionalisierung der Nanopartikel auf die Wechselwirkung mit den Zellen wurde 
nicht beobachtet. 
Die Ergebnisse zeigen, dass die Endozytose oder Bindung DNA-funktionalisierter 
AuNP mit und ohne LacNAc-Funktionalisierung in bzw. an HepG2-Zellen durch 
Fucoidan blockiert wurde, während Lac keinen inhibierenden Einfluss hatte. Dies 
weist auf eine Scavenger-Rezeptor-vermittelte Aufnahme bzw. Bindung der Partikel 
in bzw. an die Zellen hin und steht in Übereinstimmung mit Patel et al., die die 
Scavenger-vermittelte Endozytose von AuNP-DNA in HeLa-Zellen zeigten.[35] Selbst 
bei Blockierung der Scavenger-Rezeptoren mit Fucoidan wurde keine erhöhte 
Aufnahme/Bindung von LacNAc-funktionalisierten Partikeln beobachtet. Eine 
ASGP-R-vermittelte Aufnahme von Di-LacNAc-DNA-funktionalisierten AuNP 
durch Lektin-Glyko-Wechselwirkungen konnte somit nicht nachgewiesen werden. 
Eine spezifische Wechselwirkung zwischen Fucoidan und ASGP-R wurde nicht 
erwartet, da das verwendete Fucoidan von Fucus vesiculosus keine Gal-Reste 
enthält.[179] Neben den Wechselwirkungen der Partikel mit Scavenger-Rezeptoren sind 
noch weitere Aufnahmewege der Partikel in die Zellen denkbar. 
In verschiedenen Studien, in denen die ASGP-R-vermittelte Endozytose von 
Glykonanopartikeln gezeigt wurde, wurden Nanopartikel mit größeren 
Durchmessern[32,34] oder mit PEG-Glyko-Liganden verwendet.[32,33] Aufgrund ihrer 
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neutralen Ladung führen PEG-Liganden zu einer höheren 
Oberflächenbelegungsdichte als die negativ geladenen DNA-Liganden.[75,129] Die 
resultierende höhere Multivalenz der Glyko-Präsentation könnte zu einer erhöhten 
Affinität zu ASGP-R dieser Partikel im Vergleich zu AuNP-DNA-Cy5/Di-LacNAc 
führen.[186,187] Auch könnte der anionische Charakter der Partikel zu repulsiven 
Wechselwirkungen mit der negativ geladenen Zellmembran führen, die eine 
spezifische Bindung an den ASGP-R-Rezeptor erschweren könnten. Su et al. 
untersuchten die Abhängigkeit der zellulären Aufnahme von AuNP in Abhängigkeit 
von ihrer Oberflächenladungsdichte. Im Vergleich zu neutral oder negativ geladenen 
Partikel wurden positiv geladene Partikel vermehrt in HeLa-Zellen aufgenommen, 
was mit der elektrostatischen Anziehung der Partikel mit der Zellmembran 
begründet wurde.[48] Glyko-modifizierte Oligonukleotide, die spezifisch über ASGP-R 
gebunden wurden, verfügten über mehr als eine Gal-Gruppe,[188,189] was die 
Rezeptoraffinität im Vergleich zu AuNP-DNA-Cy5/Di-LacNAc erhöht haben 
kann.[186,187] 
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4 Zusammenfassung und Ausblick 
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass DNA-funktionalisierte 
Goldnanopartikel, die mit Glykanstrukturen ausgestattet wurden, kohlenhydrat-
bindende Proteine (Lektine) spezifisch binden. Durch biomolekulare 
Selbsterkennung wurden Netzwerke aus Partikeln und Lektinen dargestellt, die über 
zwei unabhängige Stimuli, nämlich Temperatur und Zugabe von Zucker, 
dissoziierbar waren. Es wurde demonstriert, dass die Aufnahme bzw. Bindung der 
Nanopartikelkonjugate in bzw. an Hepatozyten (HepG2) über ladungsgetriebene 
unspezifische Wechselwirkungen, wie über Scavenger-Rezeptoren erfolgt, während 
eine spezifische Erkennung der Glykankonjugate über den 
Asialoglykoproteinrezeptor (ASGP-R) nicht nachgewiesen werden konnte. Neben 
Scavenger-Rezeptoren sind auch andere Aufnahmewege denkbar, die Gegenstand 
weiterer Untersuchungen sind. 
Mit Amino-Linkern modifizierte Glykanstrukturen[28] dienten als Ausgangsmaterial 
für die Glykofunktionalisierung von Goldnanopartikeln. Dabei handelte es sich um 
modifiziertes N-Acetyl-D-Glukosamin (GlcNAc) sowie um (Poly-)N-
Acetyllaktosamin ((Poly-)LacNAc), welches chemoenzymatisch dargestellt 
wurde.[28,29] Über die Aminogruppe wurden die Kohlenhydrate an aktivierte 
Carbonsäuren (NHS-Ester) von Molekülen kovalent angebunden, was die weitere 
Anknüpfung an die Oberfläche von Goldnanopartikeln ermöglichte. 
Zunächst wurden NHS-PEG-Disulfid-Liganden mit Amino-modifiziertem GlcNAc 
modifiziert und in einem Ligandenaustausch an Citrat-stabilisierte Goldnanopartikel 
(d = 13 nm) angebunden. Anhand der Verfolgung der Plasmonenbande der Partikel 
wurde gezeigt, dass die GlcNAc-PEG-funktionalisierten Goldnanopartikel von dem 
tetrameren Lektin Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia Lectin II (GS-II) gebunden 
wurden, was zur Ausbildung von Nanopartikelnetzwerken führte. Die Kompetition 
mit freiem GlcNAc, welches die Auflösung der Netzwerke initiierte, zeigte die 
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Spezifität der Bindung an. Die nicht vollständige Dissoziierbarkeit von Lektin-
verbrückten Partikeln mit einer dichten Belegung an GlcNAc-PEG-Liganden wies 
auf eine verstärkte multivalente Glykonanopartikel-Lektin-Wechselwirkung hin, die 
ein Charakteristikum von Glykonanopartikeln ist.[6] 
Basierend auf diesen Ergebnissen wurden die PEG-Liganden durch doppelsträngige 
DNA ersetzt. Thiol-modifizierte Oligonukleotide wurden über ein 
heterobifunktionelles Linkermolekül (SMCC) mit den Amino-Glykan-Konjugaten 
kovalent verknüpft. Die Glyko-modifizierten Oligonukleotide wurden über Watson-
Crick-Basenpaarung an DNA-funktionalisierte Goldnanopartikel (d = 13 nm, 30 nm, 
50 nm) angebunden. Die Glykane in der DNA-Ligandenperipherie wurden 
spezifisch von verschiedenen Lektinen erkannt. So bildeten GlcNAc-DNA-
funktionalisierte Goldnanopartikel mit GS-II dreideimensionale Netzwerke aus, 
während (Poly-)LacNAc-funktionalisierte Partikel von dimeren Galektinen (Gal-1 
und Gal-8) erkannt wurden. Die Vernetzung der Partikel zeigte sich u. a. in einer 
Rotverschiebung der Plasmonenresonanz, der Zunahme des hydrodynamischen 
Durchmessers sowie der Ausbildung eines Strukturfaktors in der Streukurve der 
Nanopartikel. Aus den Strukturfaktoren wurden die Interpartikelabstände innerhalb 
der Netzwerke bestimmt, die systematisch mit der Größe des eingebauten Lektins 
zunahm. 
Die Vernetzung konnte durch freie Zucker (GlcNAc bzw. D-Laktose (Lac)), die in 
hohem Überschuss vorlagen und kompetitiv die Lektine banden, unterdrückt 
werden. Parameter, wie die LacNAc-Belegungsdichte, die LacNAc-Kettenlänge oder 
die Partikelgröße hatten im Allgemeinen keinen signifikanten Einfluss auf die 
minimale Lac-Konzentration zur Inhibierung der Galektin-vermittelten Vernetzung. 
Eine niedrigere Zucker-Belegungsdichte führte zu einer schwächer ausgeprägten 
Partikelvernetzung. 
Die Partikel-Lektin-Netzwerke wiesen entsprechend ihres Aufbaus zwei Sorten von 
nicht kovalenten Bindungen auf, die Lektin-Zucker-Bindung sowie die Watson-Crick-
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Basenpaarung, die durch Kompetition mit freiem Zucker bzw. durch 
Temperaturerhöhung spaltbar waren. GS-II-Partikelnetzwerke ließen sich durch 
Zugabe von GlcNAc sowie durch thermisch induzierte Dehybridisierung der DNA 
dissoziieren. Über Galektine verbrückte Partikelnetzwerke ließen sich durch diese 
Stimuli nahezu nicht dissoziieren, was auf unspezifische, attraktive 
Wechselwirkungen zwischen den Galektinen und den DNA-Liganden zurückgeführt 
wurde bzw. mit einer aufgrund der Multivalenz verstärkten Bindung der 
Glykopartikel an die Galektine erklärt werden könnte. 
Ausgehend von der spezifischen Addressierbarkeit von Lektinen in Lösung durch 
Glyko-DNA-Goldnanopartikel sollten zellmembrangebundene Lektine mit den 
Partikeln angesteuert werden, um eine spezifische Aufnahme bzw. Bindung von 
DNA-funktionalisierten Goldnanopartikeln in bestimmten Zellen zu erzielen. Dazu 
wurde die Wechselwirkung von Di-LacNAc-DNA-funktionalisierten 
Goldnanopartikeln mit Hepatozyten (HepG2-Zellen) untersucht. Diese exprimieren 
den ASGP-R,[106] ein C- Lektin mit Affinität für terminale D-Galaktose,[31] als auch 
Scavenger-Rezeptoren,[177] die die Aufnahme DNA-funktionalisierter 
Goldnanopartikel in Zellen vermitteln.[35] Durch gezielte Blockierung der beiden 
Rezeptoren mit D-Laktose und Fucoidan wurde mittels Durchflusszytometrie 
gezeigt, dass die zelluläre Aufnahme der Di-LacNAc-DNA-funktionalisierten 
Goldnanopartikel wahrscheinlich über Scavenger-Rezeptoren erfolgt, während eine 
spezifische Wechselwirkung mit ASGP-R nicht festgestellt werden konnte. Dies 
könnte z. B. mit einer im Vergleich zu Glyko-PEG-funktionalisierten 
Nanopartikeln[32,33] zu geringen mulitvalenten Präsentation der LacNAc-DNA-
Liganden oder repulsiven Wechselwirkungen zwischen den polyanionischen 
Partikeln und der Zellmembran erklärt werden. Dies ist durch weitere Experimente 
zu untersuchen. 
Basierend auf diesen Ergebnissen sollte in weiterführenden Arbeiten die Glyko-
DNA-Ligandenhülle optimiert werden, um eine gezielte Ansteuerung von Lektinen 
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auf bestimmten Zellen zu ermöglichen und gleichzeitig andere Wechselwirkungen, 
wie die Bindung an Scavenger-Rezeptoren[35] oder die unspezifische Adsorption von 
Proteinen[87] zu schwächen. So könnte z. B. der zusätzliche Einbau von PEG-
Liganden[87,190] oder die Verwendung von verzweigten Glykan-Strukturen[187,188,189] 
ladungsgetriebene Wechselwirkungen reduzieren bzw. die Affinität mit Lektin-
Rezeptoren erhöhen. Poly-LacNAc-DNA-funktionalisierte Goldnanopartikel könnten 
potenziell dazu genutzt werden, Krebszellen zu addressieren, die eine 
Überexpression von Galektinen aufweisen.[25] Zellulär aufgenommene Glyko-DNA-
funktionalisierte Goldnanopartikel oder über Galektine und DNA verbrückte 
Goldnanopartikel bieten die Möglichkeit, optisch angeregt zu werden, was zu einer 
photothermischen Dehybridisierung der DNA führen kann.[12,13] Daraus ergeben sich 
mögliche Anwendungen im Bereich der gezielten Wirkstofffreisetzung[97] oder zur 
Genregulierung.[15] In Hinblick auf photothermische Anwendungen in vivo sollte 
durch gezieltes Design der Goldnanopartikel(netzwerke)[191] die Lage der 
Plasmonenbande im Nah-Infrarot-Bereich des Spektrums im „optischen Fenster“ des 
Gewebes liegen.[192] 
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5 Experimenteller Teil 
5.1 Synthese Citrat-stabilisierter AuNP 
Die eingesetzten Glasgeräte wurden mit 2%iger Hellmanex®-Lösung bei 50 °C im 
Ultraschallbad und anschließend mit Reinstwasser gereinigt. Der Erlenmeyerkolben, 
in dem die Nanopartikelsynthese stattfand, wurde mit Königswasser und 
anschließend mit Reinstwasser gereinigt. In einer typischen Synthese wurden 22 mg 
(0.056 mmol) Hydrogentetrachloridoaurat(III) Trihydrat (HAuCl4 ∙ 3 H2O; 
M = 393.83 g mol-1) in 173 ml Wasser gelöst und unter Rühren zum Sieden erhitzt. Zu 
dieser Lösung wurde eine Lösung von 52 mg (0.177 mmol) Trinatriumcitrat Dihydrat 
(HOC(COONa)(CH2COONa)2 ∙ 2 H2O; M = 294.10 g mol-1) in 17 ml Wasser 
zugegeben. Es war eine Farbänderung von blaß gelb zu farblos und innerhalb von 
einigen Minuten zu grau, violett und schließlich tiefrot zu beobachten. Nach 
weiterem Erhitzen für ca. 10 min wurde die Lösung unter Rühren auf 
Raumtemperatur abgekühlt. Die Nanopartikellösung wurde bis zur weiteren 
Verwendung bei 4 °C unter Lichtausschluss gelagert. Die Charakterisierung der 
AuNP-Citrat erfolgte über UV/Vis, DLS, STEM und SAXS. Die Goldkonzentration 
wurde über Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) bestimmt. 
5.2 Kommerzielle AuNP 
AuNP mit Durchmessern von ~ 30 nm und ~ 50 nm wurden von BBInternational, 
Großbritannien, bezogen. Die Nanopartikel wurden über UV/Vis, DLS, STEM und 
SAXS charakterisiert und entsprechend ihrer vom Hersteller angegebenen 
Durchmesser als AuNP-30k (für d ~ 30 nm) bzw. AuNP-50k (für d ~ 50 nm) 
bezeichnet. 
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5.3 Bestimmung der AuNP-Konzentration 
Über den durch STEM erhaltenen mittleren Partikelradius wurde das mittlere 
Partikelvolumen berechnet. Unter Berücksichtigung der Dichte von Gold 
( = 19.32 g cm-3),[193] als Näherung für die Dichte der AuNP, wurde die Anzahl der 
Atome pro Partikel und damit die molare Partikelkonzentration der Lösung 
bestimmt. Die Diskrepanz zwischen dem durch STEM und SAXS ermittelten 
Partikeldurchmesser sowie der Standardabweichung des Mittelwertes (bestimmt 
durch STEM) lag bei etwa 1 nm. Daraus ergab sich z. B. bei 13 nm großen Partikeln 
ein Fehler des Kugelvolumens von ca. 25%, der direkt in die Partikelkonzentration 
eingeht. Mit der Partikelkonzentration und der Absorbanz der Partikel wurde der 
molare dekadische Extinktionskoeffizient () für die Wellenlänge am 
Absorbanzmaximum (AuNP-Citrat (13 nm)) bzw. bei  = 530 nm (AuNP-30k, -50k) 
über das Lambert-Beersche Gesetz nach 
dc
A

         Gleichung 5.1 

: molarer dekadischer Extinktionskoeffizient 
A: Absorbanz bei Wellenlänge 
c: Konzentration 
d: Weglänge (= 1 cm)) 
 
zu  nm ~ 3∙108 L mol-1 cm-1 (für 13 nm große AuNP-Citrat) bestimmt, welcher mit 
der Literatur übereinstimmt.[63,194] Für AuNP-30k und -50k wurden Exktinktions-
koeffizienten von  nm ~ 2∙109 L mol-1 cm-1 bzw.  nm ~ 3∙1010 L mol-1 cm-1 
bestimmt.[155] Für jede Charge sowie nach Austausch der Liganden wurden neue 
Extinktionskoeffizienten der AuNP ermittelt. 
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5.4 Synthese der Amino-GlcNAc- und (Poly-)LacNAc-Konjugate 
Die verwendeten GlcNAc-Amino-Konjugate wurden im Rahmen einer Kooperation von 
Claudia Rech aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Lothar Elling, Helmholtz-Institute for 
Biomedical Engineering, RWTH Aachen University, mit Prof. Dr. Vladimir Kren in Prag 
hergestellt. Eine ausführliche Beschreibung der Synthese ist in Ref. [28] enthalten. Die 
chemoenzymatische Synthese der (Poly-)LacNAc-Konjugate erfolgte durch Claudia Rech und 
Ruben Rosencrantz (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Lothar Elling) und ist in Ref. [28] und [29] 
beschrieben. 
5.5 Synthese der GlcNAc-PEG-Disulfid-Liganden 
Die Funktionalisierung von AuNP mit GlcNAc-PEG-Disulfid-Liganden wurde von Ruben 
Rosencrantz im Rahmen seiner Bachelorarbeit durchgeführt.[148] 
470 µl 100 mM Phosphat-Puffer (NaH2PO4/Na2HPO4, pH = 8) wurden mit 25 µl 
100 mM GlcNAclinkerNH2 gemischt und mit einer frisch angesetzten wässrigen 
Lösung von 4,7,10,13,16,19,22,25,32,35,38,41,44,47,50,53-Hexadecaoxa-28,29-
dithiahexapentacon-tanedioic acid di-N-succinimidyl ester (NHS-PEG-Disulfid) 
(10 mM) versetzt. Der Reaktionsansatz wurde 48 h bei 4°C inkubiert und 
anschließend über Gelfiltration (Sephadex G-15) aufgereinigt. Die Eluatfraktionen, 
die das Produkt (GlcNAc-PEG-Disulfid) enthielten, wurden vereint, eingeengt und 
in Wasser aufgenommen. Die Analyse erfolgte über HPLC und HPLC-MS. Durch 
Lagerung einer wässrigen Lösung von NHS-PEG-Disulfid wurde von einer 
Hydrolyse des NHS-Esters zur Carbonsäure (COOH-PEG-Disulfid) ausgegangen. 
Das hydrolysierte Produkt wurde nicht weiter analysiert. 
5.6 Funktionalisierung von AuNP-Citrat mit PEG-Disulfid-Liganden 
Zur Funktionalisierung mit GlcNAc wurden 450 µl AuNP-Citrat (≈ 3 nM) mit 50 µl 
einer 0.1 mM GlcNAc-PEG-Disulfid-Lösung (GlcNAc-PEG-Disulfid/AuNP-
Citrat ≈ 3∙103) bzw. einer Mischung aus GlcNAc-PEG-Disulfid und COOH-PEG-
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Disulfid versetzt. Nach Inkubation (20 h bei 4°C) wurden die Partikel durch 
dreimaliges Zentrifugieren (20 min, 13 kU∙min-1) und Redispergieren in 500 µl 
Phosphatpuffer (50 mM NaH2PO4/Na2HPO4, 150 mM NaCl, 1 mM Mg2+, 
0.01 mM Mn2+, 0.03 mM Ca2+, 0,05% Tween 20, pH 7.5) aufgereinigt. 
5.7 Synthese von Glyko-modifizierter Oligonukleotide 
Zu einer wässrigen Lösung Thiol-modifizierter Oligonukleotide (cend = 0.2 mM) 
wurden eine Lösung von Amino-modifiziertem Zucker (GlcNAclinkerNH2, 
(Poly)LacNAclinkerNH2) in Wasser (cend = 20 mM), eine Puffer-Lösung (50 mM 
NaH2PO4/Na2HPO4, 10 mM EDTA, pH 7.2) sowie eine frisch hergestellte Lösung von 
4-(N-Maleimidomethyl)-cyclohexancarbonsäure-N-hydroxysuccinimidester (SMCC) 
(cend = 16 mM) in Dimethyl-sulfoxid (DMSO) (getrocknet über Molekularsieb 4A) 
zugegeben. Das Reaktionsvolumen betrug 100 µl bzw. 200 µl. Die zunächst trübe 
Lösung wurde mit der Zeit klar. Die Reaktionsmischung wurde über Nacht bei 
Raumtemperatur geschüttelt. Über Gelfiltration (illustra NAP 5 Columns, 
Sephadex™ G-25 DNA Grade (GE Healthcare)) wurden überschüssiger Zucker, 
SMCC und Pufferkomponenten entfernt. Mittels RP-HPLC wurde die 
Produktfraktion aufgefangen und bis zur Trockne eingeengt. Das in Wasser 
aufgenommene Produkt wurde durch ESI-MS analysiert. Die 
Konzentrationsbestimmung der DNA-Glyko erfolgte über Messung der Absorption 
bei einer Wellenlänge von 260 nm an einem Nanodrop Spectrophotometer ND-1000 
peqlab (Biotechnologie GmbH) (Dr. Yu Pan-Bartneck, Biomedical Engineering, 
Biointerface Laboratory, Univeristätsklinikum der RWTH Aachen University). Es wurde 
der Extinktionskoeffizient der unmodifizierten Oligonukleotide verwendet. Die 
Oligonukleotide wurden bei einer Temperatur von -55 °C bis zur weiteren 
Verwendung gelagert. 
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Tabelle 5.1: Bezeichnung und Basensequenzen der Thiol- und daraus synthetisierten 
Glyko-funktionalisierten Oligonukleotide. 
Bezeichnung Basensequenz und Funktionalisierung 
A´-SH 5΄-ATC CTG AAT GCG -3΄-(CH2)3-SH 
B´-SH 5΄-ATT CAG GAT-3΄-(CH2)3-SH 
A´-GlcNAc 5΄-ATC CTG AAT GCG -3΄-GlcNAc 
A´-LacNAc 5΄-ATC CTG AAT GCG -3΄-LacNAc 
A´-Di-LacNAc 5΄-ATC CTG AAT GCG -3΄-Di-LacNAc 
A´-Tri-LacNAc 5΄-ATC CTG AAT GCG -3΄-Tri-LacNAc 
B´-GlcNAc 5΄-ATT CAG GAT-3΄-GlcNAc 
B´-LacNAc 5΄-ATT CAG GAT-3΄-LacNAc 
 
5.8 Synthese DNA-funktionalisierter AuNP 
Lösungen von AuNP-Citrat wurden durch Zentrifugieren (13 kU∙min-1, 20 min, 
10 °C), Abnehmen überstehender Lösung und Redispergieren der Nanopartikel auf 
die entsprechende Konzentration eingestellt. Zu 600 µL AuNP-Citrat (c ≈ 10 nM) 
wurden 50 µL 0.1 mM thiol-modifizierte einzelsträngige DNA gegeben und bei 50°C 
inkubiert. Nach einem Tag wurden 100 µL 100 mM Phosphat-Puffer 
(NaH2PO4/Na2HPO4, pH 7.0), nach einem weiteren Tag wurden 50 µL 2 M NaCl 
addiert, sodass Endkonzentrationen von 13 mM NaH2PO4/Na2HPO4 und 133 mM 
NaCl eingestellt wurden. Die Aufreinigung der Partikel erfolgte nach einem weiteren 
Tag durch dreimaliges Zentrifugieren (13 kU∙min-1, 20 min, 10 °C), maximale 
Abnahme des Überstands und Redispergieren in 800 µL frischen Phosphat-Puffer 
(50 mM NaH2PO4/Na2HPO4, 150 mM NaCl, 1 mM Mg2+, 0.01 mM Mn2+, 0.03 mM Ca2+, 
0.05% Tween 20, pH 7.5). Die AuNP-DNA-Lösung wurde bis zur weiteren 
Verwendung bei 4°C aufbewahrt. Entsprechend der weiteren Verwendung der 
AuNP-DNA wurden auch halbe Ansatzgrößen durchgeführt. Für die AuNP-
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Funktionalisierung wurden die Oligonukleotide A-SH, B-SH, C-SH und D-SH 
verwendet.  
Für AuNP-30k und AuNP-50k wurde eine modifizierte Syntheseroute verwendet. 
Aus Stabilitätsgründen wurde SDS zugesetzt.[75] In Tabelle 5.2 sind die 
Versuchsparameter zusammengefasst. DNA-funktionalisierte AuNP-50k 
sedimentierten während der Lagerung bei 4°C innerhalb von einigen Tagen und 
wiesen eine leichte Graufärbung auf. Die Partikel wurden durch starkes Schütteln 
wieder vollständig redispergiert, was anhand der Rotfärbung der Lösung sichtbar 
war. 
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Tabelle 5.2: Verwendete Parameter für die Funktionalisierung von AuNP (13 nm, AuNP-
30k, AuNP-50k) mit Thiol-modifizierten Oligonukleotiden. 
AuNP-Citrat 13 nm 30k bzw. 50k 
Aufkonz. 13 kU∙min-1, 20 min, 10°C 9 kU∙min-1, 20 min, 10°C 
 600 µL ~ 10 nM AuNP-Citrat 300 µL 1.3 nM bzw. 0.9 nM AuNP 
 50 µL 0.1 mM DNA-SH 25 µL 0.1 mM DNA-SH 
25 µL 0.1% SDS 
nach 1 d 100 µl 100 mM PB pH 7.0 
 
25 µL 100 mM PB pH 7.0 
25 µL 0.1% SDS 
nach 1 d 50 µL 2 M NaCl 15 µL 2 M NaCl 
15 µL 0.1% SDS 
nach 1 d zentrifugieren  
(13 kU∙min-1, 20 min, 10 °C) 
redispergieren in  
Phosphat-Puffer (3 mal) 
zentrifugieren  
(9 kU∙min-1, 20 min, 10 °C) 
redispergieren in  
Phosphat-Puffer (3 mal) 
 
5.9 Bestimmung der DNA-Liganden-Belegungsdichte 
Die Bestimmung der Belegungsdichte der DNA-Liganden auf Au NP-DNA wurde in 
Anlehnung an Ref. [78] und [79] durchgeführt. AuNP-Citrat wurden mit FAM-
modifizierter DNA-SH (FAM-A-SH) funktionalisiert. Alternativ wurden AuNP-A 
bzw. AuNP-A,C mit einem Überschuss an A`-FAM (A`-FAM/AuNP-DNA mind. 
1500) versetzt und zur DNA-Hybridisierung mindestens 1 d bei 4°C inkubiert und 
anschließend aufgereinigt.  
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Die Konzentrationsbestimmung der AuNP erfolgte über AAS und UV/Vis. AuNP-A-
FAM bzw. AuNP-A/A`-FAM wurden mit DL-Dithiothreithol (DTT) 
(cend(DTT) = 0.5 M) in Puffer versetzt, 5 min bei 50 °C und anschließend 1 h bei RT 
unter Lichtausschluss inkubiert. Die Lösung verfärbte sich infolge der Aggregation 
der Partikel grau und wurde anschließend farblos. Nach Zentrifugieren (30 min, 
13 kU∙min-1, 10°C) wurde ein definiertes Volumen der überstehenden Lösung für die 
fluoreszenzspektroskopische Charakterisierung verdünnt. Durch Messung der 
Emission einer Konzentrationsreihe der DNA-FAM bei entsprechender DTT- und 
Pufferkonzentration wurde eine Kalibriergerade erstellt, aus der die Konzentration 
der mit DTT freigesetzten DNA bestimmt wurde. Es wurden mindestens drei 
Bestimmungen durchgeführt. Der Mittelwert und die Standardabweichung sind 
angegeben. 
5.10 Synthese AuNP-DNA-Glyko 
Zu einer Lösung von AuNP-A in Phosphat-Puffer wurde ein Überschuss an 
komplementärer Glyko-modifizierter DNA (A`-Glyko) addiert (A`-Glyko/AuNP-A ~ 
mind. 500). Die Lösung wurde zur Hybridisierung der DNA bei 4°C mind. 1 d 
inkubiert. Überschüssige A`-Glyko wurde durch dreimaliges Zentrifugieren, 
maximale Abnahme des Überstands und Redispergieren der AuNP-DNA-Glyko in 
frischem Phosphat-Puffer (50 mM NaH2PO4/Na2HPO4, 150 mM NaCl, (1 mM Mg2+, 
0.01 mM Mn2+, 0.03 mM Ca2+), 0.05% Tween 20, pH 7.5) aufgereinigt. 
5.11 Bestimmung der Schmelztemperaturen von Oligonukleotiden 
Die Messung der Schmelzkurven von freier DNA erfolgte an einem UV/Vis-
Spektrometer CARY 3E (Varian) (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Elmar Weinhold, Institut für 
Organische Chemie, RWTH Aachen University) bei einer Wellenlänge von  = 260 nm in 
einem Temperaturbereich von 20 °C bis 85 °C bzw. 25 °C bis 85 °C in 0.5 K-
Intervallen. Es wurden jeweils zwei steigende und zwei fallende Temperaturrampen 
der komplementären Oligonukleotide in Phosphat-Puffer (50 mM 
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NaH2PO4/Na2HPO4, 150 M NaCl, pH 7.5) gemessen. Die DNA-Konzentrationen 
betrugen 1.5 µM (SH-A/A`; SH-B/SH-B`) bzw. 0.75 µM (SH-D/D`). 
5.12 Charakterisierung von GS-II 
Das kommerziell erworbenes Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia Lectin II (Vector 
Laboratories Inc., Burlingame, USA) wurde in 1 mL Wasser gelöst, sodass eine 
Konzentration der Stammlösung von 5 g L-1 eingestellt wurde. Der vom Hersteller 
angegebene Gehalt an Natriumchlorid der Lösung betrug ~10 mM. 
Kleinwinkelröntgenstreuung 
Die Charakterisierung des Lektin GS-II durch SAXS erfolgte an einer Stammlösung 
von GS II (c = 5 g L-1) mit einer Messzeit von 22 h bei 20 °C.  
Charakterisierung von GS-II Alexa 647 durch 2fFCS 
Alexa 647-markiertes Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia Lectin II (Molecular Probes) 
wurde in Phosphat-Puffer (10 mM NaH2PO4/Na2HPO4, 0.1 M NaCl) auf 
Konzentrationen im nanomolaren Bereich verdünnt und durch 2fFCS (Ex = 637 nm) 
charakterisiert. Die Korrelationsfunktion wurde mit einem Single Triplet State 
Diffusion Fit angepasst. 
Dynamische Lichtstreuung 
Winkelabhängige DLS wurde an einer Lösung von GS-II (1 gL-1) in Phosphat-Puffer 
(50 mM NaH2PO4/Na2HPO4, 150 mM NaCl, 1 mM Mg2+, 0.01 mM Mn2+, 0.03 mM Ca2+, 
0.05% Tween 20, pH 7.5) durchgeführt ( = 473 nm, ALV GmbH). Es wurde bei 
Streuwinkeln von  = 90° - 150° in Intervallen von 1° mit einer jeweiligen Messzeit 
von 90 s bei einer Temperatur von 20 °C gemessen. 
5.13 Expression und Reinigung der Galektine 
Die verwendeten Galektine, His6-Galektin-1C2S und His6-Galektin-8 wurden im Rahmen 
einer Kooperation von Claudia Rech und Christiane Römer aus der Arbeitsgruppe Prof. Dr. 
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Lothar Elling, Helmholtz-Institute for Biomedical Engineering, RWTH Aachen University, 
hergestellt.  
Die Galektine wurden in E. coli BL21 (DE3) exprimiert, über Metallionen-
Affinitätschromatographie (Ni2+-NTA) aufgereinigt und in 50 mM Na2HPO4, 150 mM 
NaCl, pH 7.5 bei 4°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. Experimentelle Details 
sind in Ref. [195] aufgeführt. 
5.14 GS-II-vermittelte Vernetzung von AuNP-PEG-GlcNAc 
AuNP-PEG-GlcNAc (~ 3 nM) wurden mit GS-II in Phosphat-Puffer (50 mM 
Phosphat, 150 mM NaCl, 1 mM Mg2+, 0.01 mM Mn2+, 0.03 mM Ca2+, 0.05% Tween 20, 
pH 7.5) versetzt. Das molare Verhältnis von GS-II zu AuNP-PEG-GlcNAc wurde 
variiert. Die AuNP-Lösungen wurden bei 4°C für 20 h inkubiert und anschließend 
über UV/Vis charakterisiert. Zur Dissoziation wurden die Lösungen wurden mit 
GlcNAc (cend = 0.25 M) versetzt. Nach Inkubation bei 4°C für 20 h wurden die 
Lösungen UV/Vis-spektroskopisch und über DLS charakterisiert. 
5.15 Lektin-vermittelte Vernetzung von AuNP-DNA-Glyko 
AuNP-DNA-Glyko (AuNP-A/A`-GlcNAc, AuNP-(Poly)LacNAc) wurde mit einem 
Überschuss an Lektin (GS-II, Gal-1, Gal-8) in Phosphat-Puffer (50 mM 
NaH2PO4/Na2HPO4, 150 mM NaCl, 1 mM Mg2+, 0.01 mM Mn2+, 0.03 mM Ca2+, 0.05% 
Tween 20, pH 7.5) versetzt. Die Mischung wurde bei 4°C inkubiert. Zur Inhibierung 
wurde GlcNAc oder Lac vor Lektin-Zugabe bzw. nach Zugabe des Lektins nach 
einer entsprechenden Inkubationszeit hinzugegeben. Alternativ wurde die 
Vernetzung von AuNP-DNA durch gleichzeitige Zugabe der Lektine und 
komplementärer DNA-Glyko initiiert. Die Vernetzung unter zeitlicher Verfolgung 
des hydrodynamischen Durchmessers durch DLS und UV/Vis fand bei 20°C bzw. im 
angegebenen Temperaturbereich statt. Im Folgenden sind die verwendeten 
Konzentrationen für die verschiedenen Versuche aufgelistet.  
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Tabelle 5.3: GS-II, Gal-1 und Gal-8-vermittelte Vernetzung von AuNP-DNA-GlcNAc, -
LacNAc und Inhibierung durch GlcNAc bzw. Lac. 
c(AuNP-DNA-GlcNAc/LacNAc) 2.9 nM 
c(GS-II, Gal-1)/M 5 µM 
c(Gal-8)/M 0.58 µM 
c(GlcNAc, Lac) („Inhibierung“) 75 mM 
c(GlcNAc) („Dissoziation“) 5.5 mM 
 
Tabelle 5.4: Vernetzung von AuNP-DNA durch Zugabe von DNA-GlcNAc, -LacNAc und 
GS-II, Gal-1 bzw. Gal-8; Belegungsdichte. 
c(AuNP-AxCy) 4 nM c(AuNP-AxCy) 4 nM 
c(GS-II)/M 1.5 µM c(Gal-1; Gal-8)/M 3 µM 
c(A`-GlcNAc)/M 5 µM c(A`-LacNAc)/M 0.5 µM 
 
Tabelle 5.5: Galektin-vermittelte Vernetzung von AuNP-DNA-(Poly-)LacNAc. 
c(AuNP-DNA-(Poly-)LacNAc (13 nm, 30k-A, 50k-A) 8.5∙10-10 M, 1.6∙10-10 M, 9.4∙10-11 M 
c(Gal-1, Gal-8) 0 M, 1.45∙10-8 M bis 1.45∙10-5 M 
c(Lac) 0 M, 2.2∙10-4 M bis 2.2∙10-2 M 
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Tabelle 5.6: Vernetzung von AuNP-DNA durch Zugabe von DNA-GlcNAc bzw. -LacNAc 
und GS-II bzw. Gal-8; Schmelzkurven wurden in Phospaht-Puffer 50 mM 
NaH2PO4/Na2HPO4, 150 mM NaCl, 1 mM Mg2+, 0.01 mM Mn2+, 0.03 mM Ca2+, 
0.05% Tween 20, pH 7.5 (GS-II) bzw. 50 mM NaH2PO4/Na2HPO4, 150 mM 
NaCl, 0.05% Tween 20, pH 7.5 (Gal-8) gemessen. 
c(AuNP(13 nm)-A; AuNP(13 nm)-B) 4 nM c(AuNP(13 nm)-B80%C20%) 4 nM 
c(GS-II)/M 1.5 µM c(Gal-8)/M 0.6 µM 
c(A`-GlcNAc)/M 5 µM c(B`-LacNAc)/M 0.5 µM 
 
c(AuNP-30k-B) 0.1 nM c(AuNP-50k-B) 0.2 nM 
c(GS-II)/M 1.1 µM c(GS-II)/M 1.1 µM 
c(B`-GlcNAc)/M 4.5 µM c(B`-GlcNAc)/M 4.5 µM 
 
Tabelle 5.7: Vernetzung von AuNP-DNA durch Zugabe von DNA-GlcNAc, -LacNAc und 
GS-II, Gal-1 bzw. Gal-8; Charakterisierung der Netzwerke durch SAXS. 
c(AuNP(13 nm)-A) 4 nM 
c(GS-II bzw. Gal-1, Gal-8)/M 1.5 µM bzw. 3 µM 
c(A`-GlcNAc, -LacNAc)/M 5 µM 
 
c(AuNP-30k, -50k)-A 2.9∙10-10 M bzw. 1.7∙10-10  
c(GS-II bzw. Gal-1)/M 1.1∙10-6 M bzw. 3.1∙10-6 M  
c(A`-GlcNAc bzw. -LacNAc)/M 4.5∙10-6 M bzw. 5∙10-7 M 
 
5.16 Synthese AuNP-DNA-Cy5 zur Charakterisierung mit FCS 
AuNP-A und AuNP-D wurden ohne Abtrennung überschüssiger DNA D-SH mit 
komplementärer DNA A`-Cy5 bzw. D`-Cy5 wie unter Abschn. 5.10 beschrieben 
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hybridisiert. Die Aufreinigung erfolgte durch dreimaliges Zentrifugieren und 
Redispergieren der Partikel in Phosphat-Puffer (10 mM  NaH2PO4/Na2HPO4, 0.1 M 
NaCl, pH 7.0) (AuNP-A/A`-Cy5) bzw. 10 mM NaH2PO4/Na2HPO4, 0.1 M NaCl, 0.01% 
SDS; pH 7.0 (AuNP-D/D`-Cy5). 
5.17 Wechselwirkung AuNP-DNA-Glyko mit HepG2-Zellen 
Experimente mit HepG2-Zellen wurden im Rahmen einer Kooperation in Zusammenarbeit 
mit Dr. Tobias Recker und Anne Mohr aus der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Gerhard Müller-
Newen, Institute of Biochemistry and Molecular Biology, Universitätsklinikum der RWTH 
Aachen University, durchgeführt. 
Aussäen und Wachsen der HepG2-Zellen 
HepG2-Zellen wuchsen auf einer 10 cm-Platte in Zellkulturmedium (DMEM/F-12 
(enthält 1.05 mM CaCl2) (Invitrogen), 10% Fötales Kälberserum (FKS), 1% 
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)) bei 37°C in mit Wasser gesättigter Atmosphäre 
mit einem CO2-Gehalt von 5%. Zum Ablösen der Zellen wurde das Medium 
abgesaugt, die Zellen mit 1 ml Trypsin/EDTA versetzt und 5 min bei 37°C inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen in eine neue Platte überführt und mit DMEM/F-12, 
10% FKS, 1% Pen/Strep versetzt. Zur Separation von Zellaggregaten wurden die 
Zellen dreimal durch eine 20-Gauge-Kanüle gezogen. Die Bestimmung der Zellzahl 
erfolgte mit einem Zellzähler Casy (Innovatis). Die Zellen wurden in 6-Well-Schalen 
(Falcon) in DMEM/F-12, 10% FKS, 1% Pen/Strep (9∙104 Zellen/Well für 
Mikroskopieanalyse; 3∙105 Zellen/Well für Durchflusszytometrie) 1 d bei 37°C 
inkubiert. Für die Analyse durch Konfokale Mikroskopie wurden die Zellen auf mit 
Poly-L-Lysin beschichteten Objektträgern gesät. 24 h vor Gebrauch wurde das 
Medium abgesaugt und 1 ml DMEM/F-12, 1% Pen/Strep pro Well zugegeben.  
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Inkubation der Zellen mit Nanopartikeln 
Die Zellen wurden bis zum weiteren Gebrauch bei 37°C inkubiert. Das Medium 
wurde abgesaugt, die Zellen zweimal mit PBS (8 mM Na2HPO4, 1.5 mM KH2PO4, 
0.2 M NaCl, 2.5 mM KCl) gewaschen und mit 1.5 mL DMEM/F-12/Well versetzt. Alle 
Inkubationsschritte wurden unter Lichtausschluss durchgeführt. 
Für Endozytoseexperimente wurden die Zellen auf Eis gelagert und mit auf 4°C 
vortemperierten Nanopartikellösungen (AuNP-DNA-Cy5(/Di-LacNAc)) versetzt 
(~ 4∙10-13 mol AuNP/Well). Die Zellen wurden 2 h bei 4°C und nach dem dreimaligen 
Waschen mit DMEM/F-12 bei 4°C für 4 h bei 37°C unter Lichtausschluss inkubiert. 
Für die Blockierung der Rezeptoren wurden die Zellen mit D-Laktose (66.7 mM) 
und/oder Fucoidan von Fucus vesiculosus (2 mg/mL) 1 h bei 37°C vorinkubiert, 
anschließend mit Nanopartikeln (AuNP-DNA-Cy5(/Di-LacNAc)) versetzt 
(~ 4∙10-13 mol AuNP/Well) und 4 h bei 37°C inkubiert. Zum Beenden der Endozytose 
wurden die Zellen auf Eis gestellt. 
Waschen und Fixieren der HepG2-Zellen zur Charakterisierung durch Konfokale 
Fluoreszenzmikroskopie 
Nach der Inkubation mit den AuNP wurden die Zellen zweimal mit PBS (mit 1 mM 
MgCl2, 0.1 mM CaCl2) bei RT gewaschen, mit 250 µL 4% Paraformaldehyd pro Well 
versetzt und 20 min unter Lichtausschluss bei RT inkubiert. Nach dreimaligen 
Waschen mit PBS wurde zum Quenchen der Eigenfluoreszenz 1 mL 50 mM 
Ammoniumchlorid (NH4Cl) in PBS zugegeben, 5 min unter Lichtausschluss bei RT 
inkubiert und anschließend mit PBS gewaschen. Die Coverslips wurden mit Wasser 
gewaschen und mit der bewachsenen Seite auf Objektträgern mit Immu-Mount® 
(Thermo Fisher Scientific) fixiert. Die Proben wurden über Nacht getrocknet, mit 
Klarlack umschichtet und vor der Untersuchung am Mikroskop mindestens 24 h 
getrocknet. 
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Waschen der Zellen zur Charakterisierung durch Durchflusszytometrie 
Während des gesamten Waschvorgangs wurden die Zellen auf Eis gelagert. Das 
Medium wurde abgenommen und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Darin 
wurden die Zellen durch mehrmaliges Spülen vom Boden abgelöst und in 
Glasröhrchen überführt. Die Zellen wurden zweimal durch Zentrifugation (5 min, 
800 U min-1, 4°C, Coulter Allegra®X-15R, Beckman) gewaschen und in PBS (mit 5% 
FKS, 1 mM NaN3) resuspendiert. 
5.18 Allgemeines 
5.18.1 Reinstwasser und Puffer-Lösungen 
Wasser mit einem Leitwert von 0.055 µS∙cm-1 wurde aus einer Reinstwasseranlage 
Purelab Plus (Elga) erhalten und vor Gebrauch durch Polyvinylidenfluorid-
Spritzenfilter (Porengröße 0.22 µm) filtriert. Das Wasser sowie die hergestellten 
Puffer-Lösungen wurden vor Gebrauch zur Sterilisation autoklaviert.  
5.18.2 Inkubation und Lagerung von Proben 
Die Inkubation von Probelösungen erfolgte im Kühlschrank bei 4°C oder im 
Wasserbad bei entsprechender Temperatur. Lösungen von Nanopartikeln sowie 
Proteinen wurden im Kühlschrank bei 4°C gelagert. Oligonukleotide sowie Alexa 647 
markiertes Lektin GS-II wurden bei -55°C gelagert. Die Inkubation von Zellen 
erfolgte im Inkubator (Hereaus BBD 620). 
5.18.3 Zentrifugieren von Nanopartikellösungen 
Goldnanopartikellösungen wurden in Reaktionsgefäßen (1.5 mL bzw. 2 mL) 
(Rotilabo®) in einer Zentrifuge Biofuge fresco (Heraeus) bzw. Heraeus Fresco 21 
(Thermo Scientific) zentrifugiert. 
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5.19 Messmethoden 
5.19.1 UV/Vis-Spektroskopie 
UV/Vis-Spektren von Lösungen wurden im Wellenlängenbereich zwischen 300 nm 
und 900 nm mit einem TIDAS Mikrospektralphotometer (J&M) gemessen. Der Fehler 
der Wellenlängen betrug ±1 nm. Wellenlängen an Absorbanzmaxima (max) wurden 
über die Nullstelle der ersten Ableitung des Spektrums bestimmt. Falls erforderlich 
wurde eine Korrektur der Basislinie durchgeführt. Dabei wurde die Absorbanz bei 
 = 900 nm auf A(900 nm) = 0 gesetzt. Es wurden Einmal-UV-Küvetten aus Kunststoff 
(Plastibrand®, Brand, Deutschland) verwendet. 
5.19.2 Atomabsorptionsspektroskopie 
Atomabsorptionsspektroskopie (AAS) wurde an einem Gerät AA-6200 (Shimadzu) 
durchgeführt. Lösungen von AuNP wurden zur Auflösung der AuNP mit 
Königswasser (HCl(konz.)/HNO3(konz.) = 3/1 (v/v)) versetzt. 
5.19.3 Dynamische Lichtstreuung 
Malvern Zetasizer NanoS 
Dynamische Lichtstreuung (DLS) wurde an einem Zetasizer NanoS (Malvern) mit 
einem HeNe-Laser ( = 633 nm) unter einem Streuwinkel von  = 173° durchgeführt. 
Es wurden jeweils drei Messungen mit einer Messdauer von jeweils 2 min 
durchgeführt. Die Probe wurde 3 min auf die gewünschte Messtemperatur 
äquilibriert. Standardmäßig wurde bei 20°C gemessen. Temperaturabhängige 
Messungen wurden in Temperaturintervallen von 1 K von der niedrigeren bis zur 
höheren Temperatur durchgeführt. Bei Messung mehrerer Temperaturzyclen wurde 
nach Erreichen der Höchsttemperatur wieder auf die Anfangstemperatur abgekühlt. 
Es wurden Einmal-UV-Küvetten mikro (Plastibrand®) aus Kunststoff (Brand, 
Deutschland) verwendet. 
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Die Auswertung der DLS-Messungen erfolgte über das Programm Malvern 
Dispersion Technology Software Vers. 5.10. Über einen Kumulantenfit zweiter 
Ordnung an die Korrelationsfunktion wurden das Z-Mittel des 
Diffusionskoeffizienten und daraus der hydrodynamische Durchmesser ermittelt. 
Die Polydispersität wurde über den Polydispersionsindex (PDI) angegeben. 
Alternativ wurde die Verteilung des hydrodynamischen Durchmessers über Laplace-
Transformation bestimmt. Die nach Streuintensität gewichteten 
Partikelgrößenverteilungen und Peakpositionen wurden angegeben.[141] Es wurden 
die Viskosität und der Brechungsindex von Wasser verwendet. 
Winkelabhängige DLS (Standardapparatur ALV) 
Messungen der winkelabhängigen Lichtstreuung wurden im Rahmen einer Kooperation mit 
Dr. Thomas Eckert aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Walter Richtering, Institut für 
Physikalische Chemie, RWTH Aachen University, durchgeführt. 
Winkelabhängige DLS-Messungen wurden an einer Standardapparatur der Firma 
ALV GmbH mit einem Multiple-Tau-Korrelator (Typ ALV 5000E) durchgeführt. Es 
wurde ein luftgekühlter HeNe-Laser ( = 633 nm) (JDS Uniphase) (für AuNP-
Lösungen) bzw. ein blauer Laser ( = 473 nm) (Cobolt BluesTM 50 mW) verwendet. 
Eine Quarzküvette (Ø = 10 mm) (Hellma), welche die Probe enthielt, befand sich in 
der Mitte eines temperierten „indexmatch“-Bades mit planparallel geschliffenen Ein- 
und Austrittsfenstern in einem Goniometertopf. Die gesamte Detektionseinheit mit 
Monomodefaser, Photomultiplier (APD, Perkin Elmer, Typ SPCM 2964) und 
Pulswandler befand sich auf einem Goniometerarm, wodurch winkelabhängige 
Messungen ermöglicht wurden. 
5.19.4 Fluoreszenzspektroskopie 
Fluoreszenzspektren von Lösungen wurden an einem Spektralfluorometer Jasco FP-
6600 (Jasco, Deutschland) gemessen. Die Wellenlängen zur Anregung betrugen 
Ex = 485 nm für Carboxyfluoreszein (FAM) bzw. Ex = 633 nm für Cy5. Die Emission 
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der Referenzlösung wurde auf einen Anfangswert von Null gesetzt. Es wurden 
Einmal-Küvetten aus Acryl (Roth, Deutschland) verwendet. 
5.19.5 Kleinwinkelröntgenstreuung 
Messungen mit Kleinwinkelröntgenstreuung (Small Angle X-Ray Scattering, SAXS) 
wurden im Rahmen einer Kooperation von Dr. Thomas Eckert aus der Arbeitsgruppe von 
Prof. Dr. Walter Richtering, Institut für Physikalische Chemie, RWTH Aachen University, 
durchgeführt. 
Kleinwinkelröntgenstreuung wurde an einem S-Max3000 System mit einem 
MicroMaxTM -002+ X-ray Mikrofokus Generator von Rigaku ausgeführt. Die 
Lösungen wurden zur Vermessung in Glas-Kapillaren (Ø = 1.5 mm) (Hilgenberg) 
gefüllt und mit Zweikomponenten-Epoxidharz (Uhu plus sofortfest) verschlossen. 
Standardmäßig wurde bei einer Temperatur von 20°C gemessen.  
Zur Auswertung diente das Programm SAXSGui_Vers. 2.4.02. Die Streukurve des 
Lösungsmittels (Wasser) wurde von der Streukurve der Probe subtrahiert. Die 
Paarabstandsverteilungsfunktion (PDDF) wurde durch die Anpassung eines 
Bayesian-gewichteten Fits[196] an die Streukurve erhalten. 
5.19.6 Rastertransmissionselektronenmikroskopie 
Rastertransmissionselektronenmikroskopie (STEM) wurde an einem High Resolution 
Field Emission Scanning Electron Microscope (FE-SEM, LEO/ZEISS Supra 35 VP, 
Oberkochen, Deutschland) durchgeführt. Es wurden standardmäßig 10 - 20 µl einer 
zu untersuchenden Nanopartikellösung auf ein mit Kohlenstoff beschichtetes 
Kupfernetz, S160 (Plano), getropft und eintrocknen gelassen. Die Proben wurden bis 
zur Messung mindestens 24 h im Exsikkator gelagert. 
Zur Größenauswertung der Partikelgrößen oder -abstände aus den 
elektronenmikroskopischen Aufnahmen wurde die Software ImageJ verwendet. Es 
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wurden mindestens 200 Partikel bzw. Abstände vermessen. Der Mittelwert sowie die 
Standardabweichung des Partikeldurchmessers wurden angegeben. 
5.19.7 Umkehrphasen-Hochleistungsflüssigkeitschromatographie 
GlcNAc-PEG-Disulfid 
HPLC-Messungen wurden im Rahmen einer Kooperation von Claudia Rech und Ruben 
Rosencrantz in der Arbeitsgruppe Prof. Dr. Lothar Elling, Helmholtz-Institute for 
Biomedical Engineering, RWTH Aachen University, durchgeführt.  
Reverse-Phasen-Hochleistungsflüssigkeitschromatographie mit Massenspektrome-
trie (RP-HPLC-MS) erfolgte an einem ASI‐100 mit Autosampler, P680 HPLC Pumpe 
und 170U UV/VIS Detektor (Dionex) unter Verwendung einer Lichrospher® C18 
Reverse-Phasen-Säule (100 RP 18-5 µm; EC, 250 mm ∙ 4 mm (CS-Chromatographie, 
Langerwehe)). Als Laufmittel diente ein Acetonitril/Wasser-Gemisch mit einer 
Flussrate von 0.5 mL min-1 und folgendem Gradienten (Tabelle 5.8): 
 
Tabelle 5.8: Der bei RP-HPLC-MS verwendete Elutionspuffer (v/v in %) und 
Gradient zur Messung der GlcNAc-PEG-Disulfid-Liganden. 
tR / min Acetonitril / % Wasser / % 
0 5 95 
50 55 45 
 
Es wurde die Absorption bei  = 254 nm bei Raumtemperatur gemessen. Folgende 
MS-Parameter wurden verwendet: T = 400°C, Cone-Voltage: 100 V, Needle-Voltage: 
3.5 kV, negativer Modus. 
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Oligonukleotide 
Die Charakterisierung und Aufreinigung der Oligonukleotide erfolgte an einem HPLC-Gerät 
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Elmar Weinhold, Institut für Organische Chemie, RWTH 
Aachen University. 
RP-HPLC wurde an einem Waters Breeze System (Binary HPLC Pump 1525, dual  
Absorbance Detector 2487, in-line degasser) unter Verwendung einer C18 Reverse-
Phasen-Säule (Bischoff Chromatography Pronto Sil, 250 mm ∙ 4.6 mm, 120-5-C18), die 
mit einer entsprechenden Vorsäule (C18, 5 µm, 120 Å, 8 x 4 mm) ausgestattet war, bei 
einer Flussrate von 1 mL min-1 und einem Puffergradienten (Tabelle 5.9) 
durchgeführt. Es wurde die Absorption bei  = 260 nm und  = 254 nm gemessen. 
Basislinien der Chromatogramme wurden korrigiert. 
 
Tabelle 5.9: Die bei der RP-HPLC verwendeten Elutionspuffer A und B (A) sowie 
der verwendete Gradient (B) zur Messung der Oligonukleotide.[197] 
Elutionspuffer Zusammensetzung 
A 100 mM Triethylammoniumacetat, 1 mM NaN3, Wasser (pH 7.0) 
B 70 Vol-% Acetonitril, Wasser (pH 7.0) 
100 mM Triethylammoniumacetat 
1 mM NaN3 (pH 7.0) 
 
tR / min Puffer A / % Puffer B / % 
0 95 5 
34 61 39 
36 95 5 
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5.19.8 Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometrie 
Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometrie (ESI-MS) wurde an einem 
hochauflösenden Hybrid-LC/MS-Massenspektrometer (ThermoFisher Scientific LTQ-
Orbitrap XL) (Institut für Organische Chemie, RWTH Aachen University) durchgeführt. 
Messungen an Oligonukleotiden erfolgten im hochaufgelösten Negativmodus. Die 
Oligonukleotide wurde in einem Methanol/Wasser-Gemisch (1/1, v/v) mit einem 
Ammoniumacetat-Gehalt von w(CH3COONH4) ≈ 1% vorgelegt. 
Die Berechnung von m/z-Werten erfolgte mit dem Programm ChemBioDraw 
Ultra 12.0. Spektren wurden von Dr. Wolfgang Bettray (Institut für Organische Chemie, 
RWTH Aachen University) mit Hilfe des Programms Xcalibur von Thermo Fisher 
Scientific berechnet. 
5.19.9 Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie  
Messungen mit Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie sowie die Auswertung der Daten 
wurden im Rahmen einer Kooperation von Dr. Jochen Kleinen, Dr. Dzina Kleshchanok und 
Swen Lehmann aus der Arbeitsgruppe von Prof. Walter Richtering, Institut für Physikalische 
Chemie, RWTH Aachen University, durchgeführt. 
Zwei-Fokus-Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (2fFCS) wurde an einem 
modifizierten MicroTime200 PicoQuant GmbH (Berlin, Deutschland) 
durchgeführt.[144] Zur Anregung der Farbstoffe Cy5 und Alexa 647 diente ein Laser 
mit der Wellenlänge  = 637 nm. Es wurde die Emission im Wellenlängenbereich 
zwischen  = 660 nm und 720 nm detektiert. Messungen wurden standardmäßig bei 
25°C durchgeführt. Die zu analysierenden Spezies wurden auf Konzentrationen im 
nanomolaren Bereich verdünnt. Die verwendeten Fits zur Anpassung der 
Korrelationsfunktionen (Einteilchen-Fit: Single Triplet State Diffusion (bei 
vorhandenem Triplet-Zustand) bzw. Single State Diffusion und Zwei-Teilchen-Fit: 
Dual State Diffusion) sind jeweils angegeben. 
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5.19.10 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie 
Messungen am Konfokalen Fluoreszenzmikroskop wurden im Rahmen einer Kooperation von 
Anne Mohr und Prof. Dr. Gerhard Müller-Newen, Institute of Biochemistry and Molecular 
Biology, Universitätsklinikum der RWTH Aachen University, durchgeführt. 
Fixierte Zellen wurden an einem Konfokalen Fluoreszenzmikroskop LSM 710 (Carl 
Zeiss, Deutschland) abgebildet. Die Probe wurde mit einem Laser (15% Intensität) 
mit einer Wellenlänge von Ex = 633 nm angeregt. Emittiertes Licht mit Wellenlängen 
zwischen 638 nm und 759 nm wurde detektiert. Die Bildauswertung erfolgte über die 
Software Zen 2009 Light Edition (Carl Zeiss Microimaging GmbH, Deutschland). 
5.19.11 Durchflusszytometrie 
Durchflusszytometrie-Messungen wurden im Rahmen einer Kooperation von Dieter Görtz 
und Natalie Rinis, Arbeitskreis Prof. Dr. Gerhard Müller-Newen, Institute of Biochemistry 
and Molecular Biology, Universitätsklinikum der RWTH Aachen University, durchgeführt. 
Die Durchflusszytometriemessungen wurden an einem FACS Canto II (BD 
Biosciences, USA) durchgeführt. Entsprechend des verwendeten Farbstoffes Cy5 
wurde mit einer Wellenlänge von Ex = 633 nm mit einem HeNe-Laser angeregt 
(Forward scatter FSC 217, Side scatter SSC 333, Voltage APC 417) und die Fluoreszenz 
(APC-A Modus) detektiert. Pro Messung wurden 10.000 Zellen gezählt. 
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6 Anhang 
A Ergänzende Spektren und Diagramme 
 
Abbildung 6.1: A) Chromatogramm (HPLC-MS) von GlcNAc-PEG-Disulfid 
(tR = 32 min) (disubstituiert). Der Peak bei tR = 21 min wurde dem 
monosubstiuierten Molekül zugeordnet. B) ESI-MS-Spektrum von 
GlcNAc-PEG-Disulfid. 
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Abbildung 6.2: A) Schmelzkurven von Oligonukleotiden SH-D/D`, gemessen durch 
die Absorption bei 260 nm. B) Erste Ableitung der Schmelzkurven 
dA(260 nm)/dT zur Bestimmung der Schmelztemperatur Tm aus dem 
Maximum. 
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Abbildung 6.3: ESI-MS-Spektren von Glyko-modifizierten Oligonukleotiden: A) A`-
LacNAc, B) A`-Di-LacNAc, C) A`-Tri-LacNAc, D) B`-GlcNAc, E) B`-
LacNAc. 
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Tabelle 6.1: Zuordnung von gemessenen Massenpeaks (m/z (gem.)) der Glyko-
funktionalisierten Oligonukleotide zu berechneten Werten (m/z (ber.)). (Die 
Berechnung der m/z-Werte erfolgte über die Software ChemBioDraw Ultra 
12.0.) 
DNA Molekülanion Summenformel m/z (ber.) m/z (gem.) 
A`- GlcNAc [M - 3H]3- C143H187N50O81P12S23- 1445.61 1445.62 
  [M - 4H + 1Na]3- C143H186N50O81P12S2Na3- 1452.95 1452.95 
  [M - 5H + 2Na]3- C143H185N50O81P12S2Na23- 1460.28 1460.61 
  [M - 6H + 3Na]3- C143H184N50O81P12S2Na33- 1467.61 1467.60 
A`- LacNAc [M - 3H]3- C149H197N50O86P12S23- 1499.96 1499.96 
  [M - 4H + 1Na]3- C149H196N50O86P12S2Na3- 1507.30 1507.29 
  [M - 5H + 2Na]3- C149H195N50O86P12S2Na23- 1514.63 1514.62 
  [M - 6H + 3Na]3- C149H194N50O86P12S2Na33- 1521.96 1521.61 
A`-Di-LacNAc [M - 2H]2- C163H221N51O96P12S22- 2433.02 2433.02 
  [M - 3H]3- C163H220N51O96P12S23- 1621.34 1621.68 
  [M - 4H]4- C163H219N51O96P12S24- 1215.75 1216.01 
A`-Tri-LacNAc [M - 3H]3- C177H243N52O106P12S23- 1743.05 1743.72 
  [M - 4H + 1Na]3- C177H242N52O106P12S2Na3- 1750.71 1750.72 
  [M - 5H + 2Na]3- C177H241N52O106P12S2Na23- 1758.04 1758.04 
  [M - 5H + 1Na]4- C177H241N52O106P12S2Na4- 1312.78 1312.78 
B`-GlcNAc [M - 2H]2- C115H152N39O63P9S22- 1715.35 1715.34 
  [M - 3H + Na]2- C115H151N39O63P9S2Na2- 1726.34 1726.33 
  [M - 4H + 2Na]2- C115H150N39O63P9S2Na22- 1737.33 1737.32 
B`-LacNAc [M - 2H]2- C121H162N39O68P9S22- 1796.38 1796.38 
 
[M - 3H]3- C121H161N39O68P9S23- 1197.25 1197.25 
 
[M - 3H]4- C121H160N39O68P9S24- 897.69 897.68 
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Abbildung 6.4: Charakterisierung kommerzieller AuNP-30k vor und nach der DNA-
Funktionalisierung (DNA A). UV/Vis-Spektren (A), Größen-
verteilungen des hydrodyn. Durchmessers (B), Streukurven (C), 
Paarabstandsverteilungsfunktionen (PDDF) (D) sowie repräsentative 
STEM-Aufnahmen mit Histogrammen (E,F) (s. Tabelle 3.4).[155] 
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Abbildung 6.5: Charakterisierung kommerzieller AuNP-50k vor und nach der DNA-
Funktionalisierung (DNA A). UV/Vis-Spektren (A), Größen-
verteilungen des hydrodyn. Durchmessers (B), Streukurven (C), 
Paarabstandsverteilungsfunktionen (PDDF) (D) sowie repräsentative 
STEM-Aufnahmen mit Histogrammen (E,F) (s. Tabelle 3.4).[155] 
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Abbildung 6.6: Streukurven von Netzwerken aus GS-II und AuNP-A/A`-GlcNAc mit 
AuNP-30k und AuNP-50k.[155] 
 
 
Abbildung 6.7: STEM-Aufnahmen sowie daraus ermittelte Verteilungen der Kern-zu-
Kern-Abstände D von AuNP-Citrat (D = 15±1 nm) und AuNP-DNA-
Cy5/Di-LacNAc (D = 23±3 nm) und Gauss-Anpassungen der 
Verteilungen (Linien). Die angegebenen Werte und 
Standardabweichungen ergeben sich aus den Gauss-Anpassungen. Die 
Interpartikelabstände wurden manuell über die Software ImageJ 
ermittelt. AuNP-Citrat wurden aus Wasser getrocknet, während 
AuNP-DNA-Cy5/Di-LacNAc aus Zellkulturmedium (DMEM/F-12) auf 
dem Objektträger getrocknet wurde. 
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Abbildung 6.8: Repräsentative mikroskopische Aufnahmen von HepG2-Zellen nach 
der Inkubation mit AuNP-DNA-Cy5/Di-LacNAc. Fluoreszenz-
mikroskopische Aufnahme (oben links), Differentieller 
Interferenzkontrast (DIC) (oben rechts) sowie Überlagerung beider 
Kanäle (unten links). 
 
 
Abbildung 6.9: Mit dem konfokalen Fluoreszenzmikroskop gemessene 
Fluoreszenzspektren (normiert) von ausgewählten Bereichen (markiert 
mit roten Kreisen) der fixierten HepG2-Zellen nach der Inkubation mit 
AuNP-DNA-Cy5/Di-LacNAc (oben) und ohne Partikel (unten) 
(Ex = 633 nm). Das obere Spektrum entspricht der Emissionsbande von 
Cy5 (Em,max ≈ 665 nm), während das untere Spektrum die 
Eigenfluoreszenz der HepG2-Zellen anzeigt. Die Zellen wurden 2 h bei 
4°C und 4 h bei 37°C inkubiert. 
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Abbildung 6.10: Charakterisierung von HepG2-Zellen (Kontrollprobe = ohne 
Behandlung mit AuNP oder Inhibitoren) mittels Durchflusszytometrie. 
A) Auftragung des seitwärtsgestreuten Lichts (SSC-A) gegen das 
Vorwärtsstreulicht (FCS-A ) in einem Dot-Plot zur Definition der zu 
analysierenden HepG2-Zellen (magentafarbene Markierung). B) 
Auftragung der Zellanzahl gegen die Fluoreszenzintensität (APC-A 
Kanal). Die Fluoreszenz rührt von der Eigenfluoreszenz der Zellen her. 
Es wurden drei Proben gemessen. 
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B DNA- und Proteinsequenzen, Strukturformeln 
 
Tabelle 6.2: Kommerziell erworbene (modifizierte) Oligonukleotide. DNA A und A`, B 
und B` bzw. D und D` besitzen jeweils zueinander komplementäre 
Basensequenzen (fett gedruckt); (FAM = Carboxyfluoreszein). Zwischen der 
Thiol-Modifikation und der Basensequenz befand sich eine Propyleinheit. 
Bezeichnung Basensequenz 
A-SH 5΄-CGC ATT CAG GAT A10 -3΄-(CH2)3-SH 
FAM-A-SH FAM-5΄-CGC ATT CAG GAT A10 -3΄-(CH2)3-SH 
A´-SH 5΄-ATC CTG AAT GCG -3΄-(CH2)3-SH 
A`-FAM 5΄-ATC CTG AAT GCG -3΄-FAM 
A` 5΄-ATC CTG AAT GCG-3΄ 
B-SH 5΄-ATC CTG AAT GCG A10 -3΄-(CH2)3-SH 
B`-SH 5΄-ATT CAG GAT-3΄-(CH2)3-SH 
C-SH 5΄-TTA TTG TTA A10 -3΄-(CH2)3-SH 
D-SH 5΄-GGGGCAAAACCTTTGAGGAAACCC- A10 -3΄-(CH2)3-SH 
D`-Cy5 5΄-GGGTTTCCTCAAAGGTTTTGCCCC-3΄-Cy5 
 
Anhang 
 176 
 
Abbildung 6.11: Ausschnitte der Strukturformeln von am 3΄-Ende modifizierten 
Oligonukleotide. A) Cy5-; B) Thiol-,[198] C) (Poly-)LacNAc- bzw. 
GlcNAc-Modifikation. 
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Tabelle 6.3: Aminosäuresequenzen und isoelektrische Punkte (pI) der verwendeten 
Lektine GS-II,[199] His6Gal-1C2S und His6Gal-8.i Die pI-Werte wurden mittels 
des Programms ProtParam-Tools von Expasy (http://web.expasy.org/ 
protparam) berechnet. 
 
His6Gal-1C2S (M = 33 kDa (Dimer), pI: 6.21) 
MGSSHHHHHHSQDPRMASGLVASNLNLKPGECLRVRGEVAPDAKSFVLNLGKD 
SNNLCLHFNPRFNAHGDANTIVCNSKDGGAWGTEQREAVFPFQPGSVAEACITF 
DQANLTVKLPDGYEFKFPNRLNLEAINYMAADGDFKIKCVAFD 
 
His6Gal-8 (M = 38 kDa, pI: 7,28) 
MGSSHHHHHHSQDPNSSSARPMLSLNNLQNIIYNPVIPFVGTIPDQLDPGTLIVIR 
GHVPSDADRFQVDLQNGSSVKPRADVAFHFNPRFKRAGCIVCNTLINEKWGREEI 
TYDTPFKREKSFEIVIMVLKDKFQVAVNGKHTLLYGHRIGPEKIDTLGIYGKVNIHS 
IGFSFSSDLQSTQASSLELTEIVRENVPKSGTPQLSLPFAARLNTPMGPGRTVVVQGE 
VNANAKSFNVDLLAGKSKDIALHLNPRLNIKAFVRNSFLQESWGEEERNITSFPFS 
PGMYFEMIIYCDVREFKVAVNGVHSLEYKHRFKELSSIDTLEINGDIHLLEVRSW 
 
Griffonia Simplicifolia lectin II (GS-II) (M = 113 kDa (Tetramer), pI: 7,84) 
KVKSADTVCFTYPNFGNAVSDLILQGAATPDKGTVKLTATDSNGIPRTNSVGRVL 
FSSPIHLWEKSTGKEASFSTSFSFITKPSPKGGTIADGLTFFIAPPGTTIPSKIEGEYLGV 
LEPSTGNDPSKNQIVFCEFDLYKNGIDPSYTPHLGINVNQIKSEVTAPWNTTNVPT 
GSTAFVRITYDAPSKKLSVTLSYPDVSNSFRSTLSHTVSLKDKLPEWVSVGISGCSGL 
QVSLNNLLSWSFSSELKKVGTSFAITDM 
  
                                               
i Mitteilung von Christiane Kupper, Arbeitsgruppe Prof. Dr. Lothar Elling, Helmholtz-Institute for 
Biomedical Engineering, RWTH Aachen University. 
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Gleichung 6.1: Berechnung des mittleren quadratischen Fadenendenabstands  2R  
von ssDNA mit der bekannten Persistenz- (P ~ 1 nm) und Konturlänge 
(L = 0.65 nm/Base).[159,160] 
 
D Materialien und Chemikalien 
4-(N-Maleimidomethyl)cyclohexan-   Sigma-Aldrich 
carbonsäure -N-hydroxysuccinimidester 
4,7,10,13,16,19,22,25,32,35,38,41,44,47,50,53-  Sigma-Aldrich 
Hexadecaoxa-28,29-dithiahexapentacontane- 
dioic acid di-N-succinimidyl ester 
Calciumchlorid Dihydrat     Fluka 
DL-Dithiothreithol; ≥ 98%     Sigma-Aldrich 
DMEM/F-12, liquid 1:1     Invitrogen 
Fucoidan from Fucus Vesiculus    Sigma-Aldrich 
Oligonukleotide      Thermo Scientific 
D-Laktose       Sigma-Aldrich 
Goldnanopartikel (30 nm, 50 nm) BBInternational, 
 Großbritannien 
Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia lectin II Vector Laboratories Inc., 
Burlingame, USA 
Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia lectin II   Molecular Probes 
Alexa Fluor® 647 Konjugat 
Hellmanex®       Hellma 
Immu-Mount®       Thermo Fisher Scientific 
Illustra NAP 5 Columns     GE Healthcare 
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(Sephadex™ G-25 DNA Grade) 
Immu-Mount®       Thermo Fisher Scientific 
Hydrogentetrachloridoaurat(III) Trihydrat  Sigma-Aldrich 
Kohlenstoffbedampfte Kupfernetze S160  Plano 
Küvetten, Plastibrand®     Brand 
Küvetten, Acryl      Roth 
Magnesiumchlorid Hexahydrat    Merck 
Mangan(II)chlorid Dihydrat    Merck 
N-Acetyl-D-Glukosamin      Fluka 
Natriumchlorid      Sigma-Aldrich 
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat  Merck 
Natriumhydroxid      Sigma-Aldrich 
Polyvinylidenfluorid (PVDF) Spritzenfilter   Roth 
(Porengröße 0.22 µM) 
SephadexTM G-15      Sigma-Aldrich 
Trinatriumcitrat Dihydrat     Merck 
Tween®20       Roth 
Quartz-Kapillaren (Ø = 1.5 mm)     Hilgenberg 
Well-Schalen       Falcon 
Zweikomponenten-Epoxidharz    Uhu 
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E Abkürzungen und Einheiten 
A Absorbanz 
A Adenin 
A(-SH) (Thiol-modifizierte )DNA A 
A` DNA A` 
AAS Atomabsorptionsspektroskopie 
ASGP-R Asialoglykoproteinrezeptor 
a.u. arbitrary units (willkürliche Einheiten) 
AuNP AuNP 
AuNP-30k kommerzielle AuNP (d ~ 30 nm) 
AuNP-50k kommerzielle AuNP (d ~ 50 nm) 
AuNP-Citrat Citrat-stabilisierte AuNP 
AuNP-DNA DNA-funktionalisierte AuNP 
AuNP-PEG PEG-funktionalisierte AuNP 
AuNP-PEG-GlcNAc GlcNAc-PEG-funktionalisierte AuNP 
B(-SH) (Thiol-modifizierte) DNA B 
B` DNA B`  
ber. berechnet 
C Cytosin 
C(-SH) (Thiol-modifizierte) DNA C 
°C Grad Celsius 
cDNA complementary DNA (komplementäre DNA) 
c Konzentration 
cend Endkonzentration 
cm Zentimeter 
Cy5 Cyanin 5 (Farbstoff) 
d Durchmesser 
D Diffusionskoeffizient 
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D DNA D  
DAPI 4′,6-Diamidino-2-phenylindol 
D`-Cy5 DNA D`-Cy5 
d Kern-zu-Kern-Interpartikelabstand 
Dh Hydrodynamischer Durchmesser 
DIC differential interference contrast (Differentieller 
Interferenzkontrast) 
Dk Kugeldurchmesser 
DO Oberflächen-zu-Oberflächen-Interpartikelabstand 
DLS dynamic light scattering (Dynamische 
Lichtstreuung) 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 
DNA-Cy5 Cy5-modifizierte DNA 
DNA-FAM FAM-modifizierte DNA 
DNA-Glyko Glyko-modifizierte DNA 
DNA-GlcNAc GlcNAc-modifizierte DNA 
DNA-(poly-)LacNAc (Poly-)LacNAc-modifizierte DNA 
DNA-SH Thiol-modifizierte DNA 
dsDNA double stranded DNA (doppelsträngige DNA) 
DTT Dithiothreithol (Butan-2,3-diol-1,4-dithiol) 
E Emission 
 molarer dekadischerExtinktionskoeffizient 
eGFP enhanced green fluorescent protein 
 (verstärkt grün fluoreszierendes Protein) 
EGF epidermal growth factor  
(Epidermaler Wachstumsfaktor) 
engl. englisch 
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ESI-MS Elektrospray-Ionisations-Massenspektrometrie 
FAM Carboxyfluorescein 
FCS Fluorescence Correlation Spectroscopy 
(Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie) 
2fFCS Zwei-Fokus-Fluoreszenzkorrelations-
spektroskopie 
FKS Fötales Kälberserum 
FSC Forward Scatter (Vorwärts gestreutes Licht) 
g Gramm 
Gal D-Galaktose 
Gal-1 Galektin-1 bzw. His6-Galektin-1C2S 
Gal-8 Galektin-8 bzw. His6-Galektin-8 
gem. gemessen 
GlcNAc N-Acetyl-D-Glukosamin 
(2-(Acetylamino)-2-deoxy-D-glucose) 
GNP Glykonanopartikel 
GS-II Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia lectin II 
griech. griechisch 
h Stunde(n) 
K Kelvin 
Ka Affinitätskonstante 
kD kilo Dalton (= 1000 g mol-1) 
kU min-1 1000 Umdrehungen pro Minute 
L Liter 
 Wellenlänge 
L Konturlänge 
Lac D-Laktose 
Anhang 
 183 
LacNAc N-Acetyllaktosamin  
(Galactopyranosyl--1,4-N-acetyl-D-glukosamin) 
Laser light amplification by stimulated emission of radiation 
 (Lichtverstärkung durch angeregte Emission von 
Strahlung) 
max Wellenlänge am Absorbanzmaximum 
I(q) Streuintensität 
M Molar (= mol L-1) 
M Molare Masse 
min Minute(n) 
mM Millimolar (= 10-3 mol L-1) 
ms Millisekunden 
µM Mikromolar (= 10-6 mol L-1) 
n. b.  nicht bestimmt 
nm Nanometer (= 10-9 m) 
mol Mol (1 mol = NA = 6.02214∙1023) 
m/z Masse pro Ladung 
NA Avogadro-Konstante (NA = 6.02214∙1023) 
nM Nanomolar  
NTA Nitrilotriessigsäure (Tris(carboxymethyl)amin) 
P Persistenzlänge 
PBS phophate buffered saline  
(Phosphat-gepufferte Salzlösung) 
(8 mM Na2HPO4, 1.5 mM KH2PO4, 0.2 M NaCl, 
2.5 mM KCl) 
PDDF pair distance distribution function 
(Paarabstandsverteilungsfunktion) 
pH potentia hydrogenii 
pI isoelektrischer Punkt 
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Poly-LacNAc Poly-N-Acetyllaktosamin 
q Streuvektor 
 Streuwinkel 
<R2> mittlerer quadratischer Fadenendenabstand 
RCA120 Ricinus Communis Agglutinin 
Rh Hydrodynamischer Radius 
Rk Kugelradius 
RP-HPLC reversed phase high performance liquid 
chromatography (Umkehrphasen-Hochleistungs-
flüssigkeitschromatographie) 
RT Raumtemperatur 
SAXS small angle X-ray scattering 
(Kleinwinkelröntgenstreuung) 
SDS sodium dodecyl sulfate (Natriumlaurylsulfat) 
SMCC 4-(N-Maleimidomethyl)cyclohexancarbonsäure-N-
hydroxysuccinimidester 
SPR surface plasmon resonance spectroscopy 
(Oberflächenplasmonenresonanzspektroskopie) 
STEM scanning transmission electron microscopy 
(Rastertransmissionselektronenmikroskopie) 
SSC Side Scatter (Seitwärts gestreutes Licht) 
ssDNA single stranded DNA (einzelsträngige DNA) 
T Thymin 
T Temperatur 
 Korrelationszeit 
 Lebensdauer des Triplet-Zustands 
Tm melting temperature (Schmelztemperatur) 
tR retention time (Retentionszeit) 
u. a. unter anderem 
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UV ultraviolettes Licht 
UV/Vis ultraviolet/visible light  
(Ultraviolettes/Sichtbares Licht) 
z. B. zum Beispiel 
 
Abkürzungen für Aminosäuren: 
A (Ala) Alanin 
C (Cys) Cystein 
D (Asp) Asparaginsäure 
E (Glu) Glutaminsäure 
F (Phe) Phenylalanin 
G (Gly) Glycin 
H (His) Histidin 
I (Ile) Isoleucin 
K (Lys) Lysin 
L (Leu) Leucin 
M (Met) Methionin 
N (Asn) Asparagin 
P (Pro) Prolin 
Q (Gln) Glutamin 
R (Arg) Arginin 
S (Ser) Serin 
T (Thr) Threonin 
V (Val) Valin 
W (Trp) Tryptophan 
Y (Tyr) Tyrosin 
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